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IV. CILE PRACE

Mezi cile této bakalarské prace patiilo vypracovani literarni reSerSe se zamétenim
na karcinom prsu, protoonkogeny c-myc a ccndl. Béhem této prace byly vySetteny vzorky
pacientl s rakovinou prsu, u nichz byla jiz dfive diagnostikovana polyzomie chromozému
17. Nasledn¢ byly vySetfeny vzorky karcinomu prsu, u nichz byl pocet kopii chromozému
17 fyziologicky. U téchto pacientli byly vySetieny geny c-myc a ccndl spolu s chromozémy,
na nichz jsou geny lokalizovany (chromozom 8 a 11). Cilem prace bylo charakterizovat
nalezené rozdily u téchto dvou skupin pacientd s karcinomem prsu a nasledné korelovat
cytogenetické zmeény s klinickymi daty ziskanymi z Herceptinového registru. Tato prace by
méla napomoci pfi urceni progndzy pacientl s karcinomem prsu a polyzomii chromozému

17 a usnadnit tak vybér nejucinnéjsiho 1écebného rezimu.



V.TEORETICKA CAST

1. UVOD

Karcinom prsu je nadorové maligni onemocnéni postihujici ve valné vétSineé
ptipadl pouze zeny. Po jinych koznich nadorech je karcinom prsu nejcastéjSim zhoubnym
novotvarem u Zen a vroce 2005 predstavoval 17% nové diagnostikovanych nadort u
ceskych Zen (J. MuZzik et al., 2009). Jedna se také o malignitu nejCastéji zptsobujici tmrti u
zen (J. Koutecky et al., 2004). Trend incidence byl od roku 1977 do roku 2007 rostouci
(viz obr.1). V Ceské republice byla roku 2007 nové diagnostikovana rakovina prsu u 6850
pacientek, coz predstavuje 129,9 nadorti na 100 tisic zen. Roku 2007 rakoving prsu podlehlo
1932 pacientek, coz piedstavuje 36,47 zen ze 100 tisic. Ve srovnani s ostatnimi zemé&mi
svéta zaujimala roku 2002 Ceska republika 23. misto v poétu nové diagnostikovanych
malignit prsu na 100 tisic Zen (nejvy$si ve Svédsku, Dansku a USA) a 14. misto v podtu
umrti na 100 tisic Zen zplisobené rakovinou prsu (nejvyssi v Belgii, Dansku a na Malt¢).
Trend mortality byl v ramci Ceské republiky v celém sledovaném obdobi rostouci, i kdyz
v poslednich letech stagnovoval az mirné klesal. Pokles mortality mizeme spojovat se
zavedenim preventivnich mamografickych vySetfeni u kritické skupiny Zen a také zna¢nou
ucinnosti nové cilené 1é¢by. Ac je 1écba onkologickych onemocnéni v dnesni dobé pomérné
ucinna, indikovana na zakladé molekularné biologickych ¢i cytogenetickych vysetfeni, u
nékterych spornych skupin pacientek, napf. s polyzomii chromozému 17 ¢&i triple
negativnich (PR, ER, HER-2/neu negatvni status) neni zcela jasné, jaky lécebny postup by
byl pro tyto pacientky optimalni (Dusek et al., 2005).
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Obr.1: Vyvoj incidence a mortality rakoviny prsu v Ceské republice od roku 1977 do roku
2007 (Dusek et al., 2005)



2. RAKOVINA PRSU

Rakovina prsu patii mezi nadorova onemocnéni definovand jako chorobny stav
charakterizovany nekoordinovatelnym délenim abnormalnich bunék s postupnym Sifenim
do okolnich tkéni, priinikem do mizniho a krevniho systému a napadanim vzdalenych
organi (Petrzelka et al., 2003). Terminem rakovina prsu jsou oznacovany ruzné
histologické formy malignich nadord vznikajicich z epitelidlnich bunék mlécné zlazy
(Vyzula et al., 2004). Maligni bunky se od normalnich odliSuji svou morfologii,
energetickym metabolismem a odpovédi na ristové faktory (Eckschlager et al., 2002).

Nédorova onemocnéni jsou podminéna zménami v genomu buniky.

2.1. RIZIKOVE FAKTORY PRO VZNIK NADORU PRSU

Mezi nejvyznamngjsi faktory zvySujici riziko vzniku nadorového bujeni v prsni
tkani pati vyssi vék. Incidence zhoubného onemocnéni prsu prudce stoupa po dosazeni 40.
roku, s tim, Ze nejvice (pfiblizné 50%) pacientek se nachazi ve vékovém rozmezi 53 az 73
let (Muzik et al., 2009). Pravé kvili prudkému vzestupu rizika u Zen nad 40 let maji zeny
od 45 let kazdé 2 roky narok na bezplatné mamografické vySetfeni, jimz je mozné
detekovat nadory v asném stadiu a tim snizit mortalitu i morbiditu (Koutecky et al.,
2004). Mamografickou detekci mohou ztizit jind onemocnéni prsu jako cystické adenomy
nebo duktalni papilomy, diky nimz mtize byt poc¢inajici tumor piehlédnut. Tato onemocnéni
jsou proto povazovana za dalsi rizikovy faktor (Klener, 2002).

Vzledem k hormonalni zavislosti malignit prsu je dalezitym faktorem také délka

expozice estrogeniim, jako Casny nastup prvni menstruace (pfed 12.rokem), bezdétnost,

pozdni menopauza (po 55. roku) a pozdni prvni gravidita (po 35. roku). Z hlediska zvySeni
pravdépodobnosti vyskytu nadoru prsu neni vhodnd hormondlni substitu¢ni lécba po
menopauze. Minimalni zvyseni rizika rakoviny prsu pifi uzivani hormonalni antikoncepce
kompenzuje redukce rizika sporadického karcinomu vajecnikd. Riziko vzniku karcinomu
prsu je naopak niz§i u Zen s nepravidelnym menstrua¢nim cyklem (Klener, 2002; Adam et
al., 2003). Celkové vysoka hladina pohlavnich hormont, at’ uz estrogenti ¢i androgent,
prokazatelné zvysuji riziko vzniku rakoviny prsu. Uréit, ktery zhormont je pro vznik
tumoru prsu nejdulezitéjsi, je naroéné diky provazanosti jejich metabolickych drah. Vysoka
hladina androgent také zvysSuje riziko vzniku tumoru prsu, dokonce ¢asto pozorujeme vyssi
korelaci rizika s hladinou androstendionu a testosteronu nez s hladinami estrogent (Key,
2002).

Obezita, nadmérny piijem tukl a nedostate¢na pohybové aktivita zvySuje incidenci

nejen karcinomu prsu, ale i tlustého stieva, délohy, ledvin a jicnu. Vztah mezi obezitou a



rakovinou prsu a tlustého stieva je dokonce nezavisly na pfitomnosti jinych rizikovych
faktort (Adam et al., 2003). Velky obvod pasu a pomér obvodu pasu k bokim jsou
spojovany s vys$sim rizikem rakoviny prsu, obzvlast u postmenopauzalnich Zen, které nikdy
neuzivaly hormonalni substituéni 1écbu. Naopak niz$i riziko rakoviny prsu je u
premenopauzalnich  Zen svy$§im obvodem pasu (Huang et al, 1999).
U postmenopauzalnich zen se pii vzestupu BMI nad 24 linearné zvySuje incidence
karcinomu prsu. Pfiblizné 10% postmenopauzalnich nadort prsu je dasledkem vysokého
BMI a dalsich 10% dusledkem nedostate¢né pohybové aktivity. Za zvySenou pohybovou
aktivitu prokazateln¢ snizujici nadchylnost k malignitdm prsu o 20-40% se povazuje 30-60
minut cvieni denné. Obezita vede ke zménam v metabolismu endogennich hormond,
pohlavnich steroidnich hormond, inzulinu, inzulinu podobného ristového faktoru-1 (ILGF-
1) a jeho vazebného proteinu. U Zen i muzi se zvySuje hladina estrogent prostfednictvim
jejich tvorby z androgent v tukové tkani. V soucasné dobé je prokazana také spojitostost
mezi vyssi hladinou ILGF-1 a vyssi incidenci nddoru prsu a prostaty (Adam et al., 2003).

Z hlediska rodinné anamnézy jako rizikového faktoru je vyznamny hereditarni

karcinom prsu podminény autozomaln¢ dominantn¢ dédénou mutaci genti brcal a/nebo
brca2 (Klener, 2002).

Také ionzujici zateni prokazatelné vyvolavda maligni onemocnéni prsu.

Ionizujicimu zafeni miZzeme byt vystaveni pii ozafovani zanctu, 1écbe jiného nadorového
onemocnéni napf. rakoviny plic nebo pfi mamografickém vysetfeni, kdy nejsou rizika
definitivné zhodnocena, ale toto vysetfeni se nedoporucuje u mladsich Zen. U Zen naopak
starSich pfevazuje moznost uspé$né 1é¢by a snizeni umrtnosti pti v€asné diagnostice nadoru

nad rizikem pfedstavovanym mamografii (Adam et al., 2003; Klener, 2002).

3. VZNIK NADORU

Vznik a vyvoj nadoru je n¢kolikastupiiovy proces, na jehoz pocatku stoji zmeéna
DNA builkky vyvoland reaktivnimi formami genotoxickych onkogeni, tvorbou
hydroxyradikald, radiaci popt. viry. Dochézi k mutaci specifickych gend, protoonkogeni a
tumorsupresort. Tato mutace se odrazi ve zmén¢ vlastnosti pozménéné buriky i bun€k z ni
vznikajicich (Eckschleger & Prisa, 2002). Pro maligni buiiky jsou typické tyto znaky:
sobéstacnost v produkci rastového signdlu, necitlivost k signaliim zastavujicim bunécny
cyklus, porucha apoptézy, neomezeny replikacni potencial (imortalizace), posileni
angiogeneze, nestabilita genomu, tvorba metastaz a tkanova invazivita (Adam et al., 2003).
Modifikované buiiky se obvykle velice rychle d€li a tim se snizuje pravdépodobnost opravy
poskozené DNA. Cely proces premény somatické buiky na nadorovou se nazyva
neoplastickd transformace (Eckschleger & Priasa, 2002). Vramci neoplastické

transformace rozeznavame 5 etap (Obr.2): jiz dfive zminovanou iniciaci, kdy vlivem
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vnéjsich nebo vnitinich faktortt dochazi ke genetickym zménam, které se po dlouhou dobu
vibec nemusi funkéné projevovat. Genetické mutace mohou byt také pfenaseny z generace
na generaci v germinalnich bunkach, poté se jedna o dédi¢n€ podminéné nadory (Adam et
al., 2003; Klener, 2002; PetruZelka et al., 2003).

V dal$i fazi, promoci, vlivem dalSich podnétl, tzv. promotorti klonalni expanze,
nastavaji v buiikach poruchy diferenciace a v klinickém obraze nachazime tzv. karcinom in
situ. Pro ucinnost promotord je nezbytné, aby jiz bunka byla iniciovana. V tomto stadiu se
jesté maligni pfeména muze zastavit diky reverzibilit¢ ucinku promotord, jinak nastava
stadium konverze a vznika maligni klon. Takové bunky ve stadiu progrese ztraci schopnost
odpovidat na regulacni mechanismy, nador lokalné roste. V posledni fazi, metastatické, se
maligni bunky $ifi mimo prvotni lozisko (Adam et al., 2003; Eckschleger & Priisa, 2002;
Klener, 2002).

Multistep Carcinogenesis

+ Defects in terminal differentiation
= Dafects in growth contral

— ical Body + Resistance to cytotoxicity
Chemical surface = Defects in programmed cell death
Deactivation Excretion
Selective
Genetic

Genelic clonal Genelic

change expansion change change

Activation

Radiafion

Inhibificn
Marmal cell

Initiated cell Prensoplastic Malignant Clinical Cancer
lesian tumor cancar metastasis

+ Activation of protooncogenes
= Inactivation of tumor-suppresser genes
+ Inactivation of gencmic stability genes

Obr.2: Vicestupiiovy vznik a vyvoj tumoru
Cely proces mizeme rozdélit na iniciaci, promoci, maligni konverzi, progresi nidoru a posledni

metastatickou fazi (viz. text) (Weston et al., 2003).

3.1. MOLEKULARNI PODSTATA MUTACi A DALSICH GENETICKYCH
ZMEN NASTAVAJICiCH V NADOROVYCH BUNKACH

U nadorovych bunék Ize nalézt celou fadu alteraci nejen poctu genit nebo jejich
usporadani, ale i alterace poctu chromozomu. Pievazna vétSina zmén, nalezenych u
nadorovych bungk, je zplsobena mutacemi v somatickych bunkach béhem vyvoje jedince.
Mezi nejcastéjsi strukturni aberace genti fadime mutace bodové, delece, amplifikace a

ptestavby chromozémi (Obr.3).
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Obr.3: Tii mozné zplisoby pfemény protoonkogenu na onkogen (Alberts et al., 2002).

Bodova mutace nastavd samovolné nebo vlivem vnéjSich faktort, dochazi pfi ni
k zdméné bazi v DNA. Substituce jediného nukleotidu mtize zmeénit kodujici triplet a tim
zpusobit v genovém produktu zdménu aminokyseliny za jinou (PetruZelka et al., 2003).
Bodové mutace mizeme dale délit na ,,missense* mutace, ktera vede k vlozeni jiné
aminokyseliny. Zaména jedné aminokyseliny miize vést ke zmén¢ konformace proteinu a
tim ke ztraté funkce proteinovych produktt antionkogent nebo naopak ziskani funkce nové
u proteini kodovanych onkogeny. Tzv. ticha mutace nijak neovliviuje strukturu proteinu,
nebot’ i pfes zameénu nukleotidu koduje triplet bazi stejnou aminokyselinu. Nonsense
mutace vede k ukonceni syntézy proteinu v misté mutace, novy triplet bazi nekoduje
z4ddnou aminokyselinu, ale ukonceni translace (Cibula et al., 2009). V ramci bodovych
mutaci mizeme rozlisit tranzice, kdy dochazi k nahradé purinového nukleotidu jinym
purinovym ¢i pyrimidinového nukleotidu jinym pyrimidinovym, a transverze, pfi niz
dochazi k zaméné purinového nukleotidu s pyrimidinovym ¢i naopak. V mutagennich
procesech dochazi Castéji k tranzicim, diky methylaci cytozinovych zbytkt. Vice nez 30%
bodovych mutaci tvoii prave tranzice (Nussbaum et al., 2004)

Amplifikace je chapéana jako zmnozeni genetického materialu, které mtze zptsobit
aktivaci onkogenu a zvysit produkci funkéné normalniho proteinu. Amplifikace mé za
nasledek zmnozeni sekvence onkogenti a snimi sousedicich sekvenci. Amplifikace je
cytogeneticky detekovatelnd jako tzv. double minutes chromozémi, jako oblast
chromozému s nadbytkem intenzity signalu (amplifikace v ramci chromozému) ¢i jako
zmnoZzeni signald pii fluorescencni in situ hybridizaci (FISH) (viz obr.4). Ke vzniku double
minutes dochazi nejcastéji v disledku chromozomalnich zlomi zmnozenim malych tsekl
extrachromozomalni DNA, o velikosti od 0,5 do 10 megabazi. Takto vzniklé zlomky DNA
postradaji centromeru a do dcefinych bunck se dostavaji zcela nahodné. Tim vznikaji
bunky, v nichz dany geneticky material chybi nebo nadbyva. K amplifikacim ¢asto dochazi
i vramci jednotlivych chromozomt, kdy dojde ke zmnozeni DNA sekvence. Zmnozeny

usek ovSem zlstava zachovan a replikuje se spole¢né s pfislusnym chromozémem. Tento
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typ amplifikace byva Castym nalezem u solidnich nadord. Mezi nejcastéjsi piipady
amplifikace patii i nadmerna exprese c-erbB-2 u karcinomu prsu (DeVita et al., 2008;

Klener, 2002; Petruzelka et al., 2003).

1l (B]
© (D)

Obr.4: Moznosti amplifikace genu (myc)

A-double minutes (Zluté utvary)

B- zmnozZzeni kopii genu v ramci chromozému (homogenné zbarvena zluta oblast). Jednotlivé kopie
genu myc vramci chromozému jsou patrné jako zluté signaly na Cervenych chromozomech
(Alberts et al., 2002).

C,D - zobrazeni amplifikace genu pomoci FISH (oranzové signaly odpovidaji poctu kopii genu myc,
zelené centromeie CH8) C-amplifikované signaly jsou sdruzeny do klastrti, D- zvySeny pocet signala

myc (Ooi et al., 2009)

Pfestavba chromozomi je pomérné Siroky pojem zahrnujici deleci, inverzi, inzerci
a translokaci (Petruzelka et al., 2003).

Delece, ztrata useku DNA, vede podobné jako bodova mutace k aktivaci onkogenu
s naslednou produkci pozménéného proteinu se zvySenou aktivitou nebo k inaktivaci
antionkogenu, ktery nasledné ztraci svou funkci (Klener, 2002).

Inverze vznikd po dvojnadsobném zlomu vramci jednoho chromozéomu a

nasledném otoceni oddéleného segmentu o 180°. Diisledkem inverze je pfiblizeni urc¢itého

13



genu nebo jeho casti k jinému, funkéné odlisSnému genu. Utvaii se tak gen hybridni za
vzniku abnormalniho proteinu (Klener, 2002).

Inzerce je zména, pii niz dochazi k ptidani useku DNA. Nékteré malé inzerce nebo
delece postihuji pouze maly pocet parti bazi. Pokud tento pocet neni roven nasobku tii a
dochazi-li k deleci ¢i inzerci v kodujici sekvenci, méni se ¢teci ramec. Pokud disponovany
usek obsahuje pocet bazi rovny nasobku tfi, dochazi ke zméné aminokyselinové sekvence
ve vysledném proteinu, aminokyseliny nadbyvaji nebo chybi. Delece ¢i inzerce vétSich
rozméril jsou pomeérné vzacné, tvoii jen 6% mutaci zodpovédnych za onemocnéni (Klener,
2002; Nussbaum et al., 2004).

Za chromozomdlni translokaci se oznaCuje pieneseni nebo vymeéna Casti
chromozému na jiné misto téhoz nebo jiného chromozému. Translokovany fragment DNA
se premisténim mize dostat pod vliv silného konstitutivniho promotoru jiného genu a
produkovat nadmérné mnozstvi normalniho proteinu nebo muze vytvofit flizni gen,
produkujici chiméricky (fuzni) protein s novymi vlastnostmi, které jsou onkogenni (Cibula
et al., 2009; Snustad & Simmons, 2009; Klener, 2002). Jako piiklad Ize uvést translokaci
protoonkogenu cyklinu D1 (ccndl) za oblast promotort genu pro tézké Ttetézce
imunoglobulinti (Klener, 2002).

Aneuploidie oznacuje pocetni zmény chromozomi, které postihuji nejcastéji pouze
jeden chromozom. Tato definice zahrnuje také tzv. Castecnou aneuploidii, coz je delece
celého ramene chromozéomu. V ramci aneuploidie dale rozliSujeme hypoploidii, kdy
chromozém nebo jeho cast chybi, a hyperploidii, pfi které naopak cast nebo cely
chromozém ptebyvaji (Snustad & Simmons, 2009). Tato prace se zabyva polyzomii
chromozému 17, tedy hyperploidii chromozomu 17. Podrobnosti o polyzomii tohoto

chromozému budou zminény v kapitole nadorové markery.

3.2. GENY MUTOVANE V NADOROVYCH BUNKACH
Geny mutované pii vzniku naddori mizeme rozdelit na protoonkogeny,

tumorsupresorové geny (antionkogeny), geny regulujici apoptoézu a reparacni geny.

3.2.1 PROTOONKOGENY

Protoonkogeny jsou geny za normalnich podminek fidici bunéény rast, proliferaci a
diferenciaci. Jejich aktivita se méni na urovni regulace jejich exprese nebo vlivem
strukturnich zmén protoonkogenti (Obr.3). Pro vznik aktivniho onkogenu postacuje mutace
v jedné ze dvou alel. Takovou zménou protoonkogenu mutize vzniknout trvaly promitoticky

signal zptisobujici rozvoj nadorového klonu.
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Onkogeny koduji rustové faktory, receptory pro rustové faktory, faktory kodujici
nereceptorové kinasy, faktory intracelularni signalizace, transkripéni faktory, regula¢ni

faktory apoptozy (Klener, 2002) a telomerasy (Nussbaum et al., 2004).

Ristové faktory jsou polypeptidy interagujici s receptory celé fady bun¢k nebo
pouze se specifickymi bunéénymi populacemi. Prikladem ristovych faktorii mohou byt
epidermalni ristovy faktor (EGF) nebo inzulinu podobny ristovy faktor (IGF). Signalné
aktivni komplex rastovy faktor- receptor ovliviiuje cetné funkce buiiky jako proliferaci,
migraci ¢i diferenciaci. Geny pro ristové faktory byvaji v malignich bunkach jen ziidka
mutovany. Poruchu promitotické aktivity bunék castéji zphsobuje alterace jinych
onkogent, jejichz produkty zvysuji expresi rustovych faktor (Petruzelka et al., 2003).

Receptory ristovych faktorti jsou transmembranové proteiny vazici ristové faktory.

V normalnich bunikach jsou receptory snavazanym rustovym faktorem rychle
inaktivovany, ale v bunkdch nadorovych mulze byt exprese receptoru zvysSena nebo
narusena jeho inaktivace, coz vede k prodlouzeni stimula¢niho ucinku rtstového faktoru
(Petruzelka et al., 2003). Mezi onkogeny kodujici receptory pro ristové faktory fadime
napt. c-erb-B2 (her-2/neu) identicky s genem kodujici receptor pro EGF a TGF-a.
Amplifikace egfir byla potvrzena napt. u rakoviny prsu, ovaria a glioblastomu (Klener,
2002).

Do skupiny onkogenti kodujicich transkripéni faktory patii myb, myc, jun, rel, src,

fos a dalsi. Transkripéni faktory jsou jaderné proteiny, které obsahuji DNA-vazebnou
doménu pro vazbu na specificky tsek DNA a transaktivaéni doménu umoziujici interakci
s dal§imi regulacnimi proteiny. Tyto proteiny aktivuji a reguluji transkripci (Klener, 2002;
Petruzelka et al., 2003).

Jako nereceptorové kinasy jsou oznaCovany cyklindependentni kinasy (CDK).

Ukolem viech CDK je regulace priichodu buiky jednotlivymi fazemi bunééného cyklu
(Obr.5) (Koutecky et al., 2004). Bunéény cyklus, stfidani fazi G1-S-G2-M, probiha u
délicich se bun€k neuséale dokola. Naopak terminédlné diferenciované bunky se ndchéazeji v
klidovém stavu (tzv. faze GO), ze kterého uz zpravidla nevstupuji zpét do bunécného cyklu
a pred smrti uz se dale nedé€li. Vyjimkou jsou buiiky nadorové. CDK tvoii komplex
s cykliny, vnémz CDK pfedstavuje katalytickou a cyklin pozitivné¢ regulacni slozku.
V jednotlivych fazich cyklu cykliny aktivuji pfislusnou kinasu, jejich komplex rozpoznava
specifické substraty, které nasledné fosforyluje a tim je aktivuje (popt. deaktivuje). Prave
komplex CDK- pfislusny cyklin umoziuje postup buiiky do dalsi faze bunécného cyklu,
pouze za podminek, Ze je na ni bunka dobfe ptipravena. Hladina CDK v buiice je pomérné
konstantni, ale hladina jednotlivych cyklinti kolisd. Svého maxima dosahuji ve fazi, kdy
aktivuji pfislusnou kinasu a poté jsou rychle degradovany. Piikladem cyklinu je cyklin D,

syntetizovany po stimulaci buiiky mitogennim signalem. Cyklin D asociuje s kinasami
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CDK4 a CDK6 a zajistuje pruchod G1 fazi (Adam et al., 2003; Snustad & Simmons,
2009).
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Obr.5: Bunécny cyklus a jeho regulace cyklindependetmmi kinasami (CDK)
Normalné cyklujici buitky prochazi ¢tyfmi hlavnimi fazemi bunécného cyklu (GI1, S, G2 a M).
Prichod butiky celym cyklem je regulovan CDKs (Chin & D Mello, 2005).

Telomerasa (hTERT) je reverzibilni transkriptasa zodpovédna za prodluzovani
telomer na konci chromozomi. Z chemického hlediska je telomerasa ribonukleoprotein. Pti
replikaci DNA béhem S faze je pro syntézu komplementarniho fetézce k opozd’ujicimu se
fetézci potfeba komplementarnich RNA-primert. Pfi replikaci fetézce jehoz 5'-koncem je
telomera, neni pfitomna zadna DNA, ktera by mohla slouzit jako templat pro RNA-
primery. Diky tomu se telomera pii kazdé replikaci zkracuje, protoze opozd’ujici se fetézec
se nemuze replikovat od konce chromozému. Udrzet délku telomery béhem bunécného
déleni mé za ukol telomerasa, kterd poskytuje vlastni RNA jako templat pro pfidani
repetitivni telomerické DNA (Obr.6). Tato sekvence je druhove zavisla, u ¢loveka se jedna
o sekvenci TTAGGG. Diferenciaci bunék béhem vyvoje organismu se funkce telomerasy
snizuje, telomery se postupné zkracuji o 35 pb za jedno déleni. Nakonec jsou konce
chromozému zkraceny na kritickou mez a jim blizké geny mohou byt ve vyjimecnych
ptipadech deletovany. Kritické zkrdceni DNA (normalni béhem diferenciace) zpiusobi
zastavu proliferace a vstup bunky do klidové faze GO. Vstup do GO faze zprostredkovava
signaliza¢ni draha p53 a Rbl. Nepfitomnost funkce telomerasy se u normalnich bun¢k
projevuje neschopnosti se neomezené délit a starnutim (Nussbaum et al., 2004; Alberts et

al., 2002). Telomerasova aktivita je ovlivnéna omezenou expresi genu hTERT. V béznych
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tkanich je telomaerasova aktivita potlacena, aktivovana je v bun¢kach, u nichZ je zapotebi
intenzivni proliferace napf. v kmenovych a nadorovych buiikéch. Ektopicka exprese genu
pro telomerasu v kombinaci s onkogenni alelou H-Ras a SV40-T muze vyvolat pfeménu

bunky normalni na kancerogenni (Lerebours & Lidereau, 2002).
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Obr.6: Telomery a funkce telomerasy
Prodluzovani telomer za pomoci telomerasy pridavajici repetitivni sekvenci DNA. Telomarasa se
vaze ke konci telomery pomoci RNA templatu, ktery pouzije pro vytvoieni nového vlakna

DNATelomerasa pfipoji nékolik repetitivnich sekvenci DNA. Poté DNA polymerasa vytvori

komplementarni vldkno k opakujici se sekvenci (Bethesda, 2009).

3.2.2. TUMORSUPRESOROVE GENY (ANTIONKOGENY)

Produkty tumorsupresorovych genti jsou negativni regulatory bunééného déleni a
pii jejich expresi dochazi k inhibici nadorové transformace (Klener, 2002). Maji vSak i
dalsi funkce, podili se na fizeni diferenciace, apoptozy a odpovédi na stresové podnéty.
Objev vétSiny tumorsupresorovych gent je spojen s nalezenim gend zodpovédnych za
dédicna nadorova onemocnéni. Pfi nich dochazi k pfenosu jedné mutované nebo deletované

tumorsupresorové¢ alely. Pro inaktivaci tumorsupresorovych gend je nutnd mutace ¢i delece
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obou alel, ke které dochazi béhem Zzivota postizeného jedince. Produkty
tumorsupresorovych gend jsou transkripcni faktory, proteiny regulace buné¢ného cyklu a
apoptozy (Petruzelka et al., 2003; Nussbaum et al., 2004). Jako piiklad antionkogenu
muizeme uvést pRB, p53, brcal a breca?2.

Rb gen se nachazi v oblasi 13q14 (Nussbaum et al., 2004). Rb gen kdéduje Rb
fosfoprotein (pRb), universalni regulator bunééného cyklu, nachazejici se v jadrech témeér
vSech bunék téla (Alberts et al., 2002). Interaguje s regulatory transkripce, proteinkinasami
a dalsimi promitoticky aktivnimi molekulami. Za béznych podminek blokuje vstup buiiky
z G1 faze do S faze, dokud neni vSe pfipraveno k proliferaci. Na zacatku G1 faze na sebe
navdze E2F transkripéni faktory, které uvolfiuje az po fosforylaci CDK iniciovanymi
mitogennimi signaly. Faktory E2F spoustéji transkripci proteinti nezbytnych pro replikaci
DNA. Po mitéze je pRB defosforylovan, vaze E2F a ob¢ buiky vstupuji do klidové faze.
Mutace Rb genu zplsobuje atypické uvoliiovani E2F, coz usnadiiuje pfeménu bunky
fyziologické na maligni. Mutace Rb byla zjisténa u retinoblastomu, déle u sarkomu kosti a
meékkych tkani (Cibula et al., 2009; Koutecky et al., 2004; Snustad & Simmons, 2009).
Zarode¢na mutace Rb u hereditarniho retinoblastomu se dédi jako dominantni znak
(Nussbaum et al., 2004).

Protein p53 je aktivovan napiiklad poskozenim DNA nebo aktivaci nékterych
onkogenti. Transkripéni faktor p53 reguluje transkripci fady genli mimo jiné i inhibitoru
komplexu cyklin/CDK4 nebo cyklin/CDK6 p21 (blokuje vstup buniky do S faze), proteinu
zprostiedkovavajiciho vlastni odbourani p53 (Adam et al., 2003) p53 dale zvySuje expresi
proteinu bax, dilezitého pro indukci apoptdzy (Klener, 2002).

Defekty gen brcal a brca? (BReast CAncer) zodpovidaji za zvySeni rizika
karcinomu prsu a vajeniki u mladych Zen. Gen brcal je odpovédny az za 50%
hereditarniho karcinomu prsu. Jeho produktem je nuklearni fosfoprotein, vyznamny pro
diferenciaci epitelu mlécné zlazy (Klener, 2002). Obecné se da fict o produktech téchto

dvou gend, Ze jsou to proteiny ucastnici se transkripce a opravy poskozené DNA .

3.2.3. REGULACNI PROTEINY APOPTOZY

Mezi vlastnosti charakteristické pro maligni buiiky patii nesmrtelnost, t¢ dosahuji
mutaci gend pro regulacni proteiny apoptoézy. U geni regulujicich apoptoézu vétSinou staci
mutace pouze jedné alely. Jako piiklad lze uvést gen bcl-2, aktivovany translokaci do
oblasti genu pro tézky fetézec imunoglobulinii nebo p53 indukované geny (Koutecky et

al., 2004).
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3.2.4. REPARACNI GENY

Reparacni geny koduji proteiny schopné opravy poskozenych tsekt DNA a tim brani
kumulaci genetickych zmén. K poskozeni DNA dochazi pti samotné replikaci nebo vlivem
kancerogenti. Poskozeni repara¢nich genli se projevuje zvySenou cCetnosti mutaci a
umoznuje vznik heterogennich nadorovych klont, piivodné vzniklych z jednoho maligniho
klonu. K repara¢nim gentim miZeme zafadit uz diive zminované geny brcal a brcal

(Koutecky et al., 2004).

4. KLINICKE PRIZNAKY

V pocatecnich stadiich je karcinom prsu bezpfiznakovy, zjistitelny pouze
mamograficky. Nadory vétSich rozmért se projevuji hmatatelnou bulkou v prsu. Dalsimi
moznymi projevy nadoru mohou byt zmény konfigurace a velikosti prsu, bolestivost prsu,
vtazeni kiize nebo bradavky, povrchové zmény na bradavce, okrsky zarudlé ktize, vytok
z bradavky nebo rozsifeni zilni pletené. Pii regionalnim Sifeni nadoru dochézi ke zvétSeni
uzlin v podpazi a nadklicku. Pouze u méné nez 10% nemocnych se objevuji piiznaky
vzdalenych metastaz jako bolesti v kostech nebo hyperkalcemicky syndrom pfi

metastazovani do kosti (Petruzelka et al., 2003).

5. PREVENCE

Prevenci zhoubnych nadorti délime na primarni, sekundarni a terciarni.

Primarni prevence zahrnuje minimalizaci vnéjSich faktorG zptsobujicich nadorové
bujeni a tim snizeni incidence. Dodrzovani jakychkoli zasad primarni prevence by vSak
nevedlo k uplné eliminaci nadorovych onemocnéni z lidské populace (Adam et al., 2003).

Cilem sekundarni prevence je snizit pocet Umrti zapfiCinénych rakovinou, jeji
v€asnou diagnostikou a tim zvysit pravdépodobnost uplného vyléceni pacientll (Adam et
al., 2003). Zahrnuje samovysetieni a onkologicky screening. Se samovySetfenim by mély
zeny zacit ve veéku 20 let a mély by ho provadét jednou mésic¢né nejlépe 7. az 8. den po
skonc¢eni menstruace. Kazdé 3 roky nebo v piipade zjisténi abnormality v prsu se Zenam
doporucuje dochazet k 1ékaii na celkové fyzikalni vySetifeni (PetruZzelka et al., 2003). Pro
lékare je nezbytna znalost rodinné a osobni anamnézy pacienta. Fyzikalni vySetfeni se
zaméfenim na prsy se sklada z tzv. vySetfeni pohledem, kdy si l1€kai v§ima vné&jSich projevii
nadoru prsu jako je symetrie prsii, souhybl s dychanim, rozsifeni Zilni pletené, stavu
bradavek a ktze. Lékar dale pohmatem vySetiuje prsy a palpacné kontroluje podpazni,
podklickové a nadklickové uzliny (Klener, 2002). Onkologicky screening u rakoviny prsu
zahrnuje preventivni mamografické vysetfeni, jimz je zjistitelnd preklinickd faze nadoru a
ma také mimotadny vyznam pro detekci recidivy. Preklinicka faze zacina prvni reprodukei

nadorovych bunék a kon¢i nastupem prvnich klinickych symptomti (Adam et al., 2003).
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Mamografie v ramci screeningu umoznuje zjistit tzv. minimalni karcinomy (maximalni
velikost 10 mm), neinvazivni a invazivni karcinomy (Pavlista et al, 2008).
Diagnostikovani kacinomu prsu v preklinické fazi vyrazné zlepSuje prognézu pacientek.
Vhodnym doplnénim mamografického vySetieni je vysoce senzitivni ultrasonografie
umoznujici rozliSeni cystické a solidni slozky nadoru (Klener, 2002).

Terciarni prevence zahrnuje opatieni snizujici imrtnost u onkologickych pacientt

s absolvovanou primarni 1é¢bou (Adam et al., 2003).

6. ROZDELENi TUMORU PRSU

Nadory (neoplasmata) d€lime na nadory maligni a benigni. Nadory benigni
nemetastazuji a neohrozuji zivot pacienta. Naopak nddory maligni nekontrolovatelné
rostou, prorustaji do okolnich tkani a S§ifi se do vzdalengjSich ¢asti téla pomoci
lymfatickych a miznich cév (metastazuji). Metastazy jsou sekundarni nadory vzikajici
mnozenim pivodnich rakovinnych bunék a napadanim tkdni v jinych Castech
organismu. Podle ptivodu nadorovych bunék lze novotvary délit na sarkomy, vznikajici
z mezenchymatické tkané jako je napf. kost, sval ¢i vazivo, karcinomy vychazejici z epitel
a kone¢né na hematopoetické a lymfoidni malignity jako leukémie a lymfomy Sifici se
v kostni dfeni, lymfatickém systému a periferni krvi (Nussbaum et al., 2004). JelikoZ se
dale budeme zabyvat nadory prsu, budeme hovofit obecné o karcinomech, které tvoti okolo
80% lidskych nadorti. Divodem muze byt jejich Casté vystavovani vnéjS$im faktorim
zvySujicich riziko vzniku nadoru a navic vétSina proliferujicich bunék v dospelém

organismu jsou pravé bunky epitelia (Alberts et al., 2002).

6.1. ANATOMIE PRSU, PREDEVSIM MLECNE ZLAZY

MIlécna zlaza, lokalizovana na ptedni stran¢ hrudniho koSe mezi 2. a 5. Zzebrem, je
epidermalniho pliivodu a jedna se o derivat potni zlazy. Vlastni zlaznaté téleso se nachazi
mezi povrchovou a hloubkovou facii, mezi nimi probihaji Coopovy vazy, které fixuji kizi a
dvorec a spolu se submamarni ryhou vytvari typicky tvar Zenského prsu. Mlécnd zlaza se
sklada z 15-20 laloki, jejichz vyvody usti na povrchu bradavky. Pied pubertou se prsni
zldza sklada predevsim ze stromovitého komplexu dukti a malého mnozstvi vaziva. Az
vlivem pohlavnich hormonli se zmnozuje vazivové-tukova tkan, dochazi k prodlouzeni
dukti a tvorbé lalackd. Behem tchotenstvi a nastupem laktace se zlaza terminalné
diferencuje.

Terminalni duktolobularni jednotka je zakladni hormonalné senzitivni jednotkou
mlécné zlazy. Tato jednotka je tvofena alveolarni (luminarni) epitelovou vrstvou a zevni
myeloepitelidlni vrstvou ohrani¢enou bazalni membranou. Z vnéjsi strany ji obklopuji

elasticka vlakna a kolagenni vazivo, popf. hormonalné senzitivni stroma. Alveolarni
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epitelova vrstva je tvofena buiikami cylindrickymi (luminalni) a bazalnimi schopnymi
diferenciace na bunky cylindrické i myeloepitelové. Podle typu ptivodnich bun¢k miizeme
karcinomy rozdélit na luminalni a bazalni. Z bazalnich bun€k se mohou vyvinout riizné
druhy premalignich 1ézi nejprve pozorovatelnych jako hyperplasticky dilatovany lobulus.
Naslednou proliferaci epitelu vznika duktalni (nebo lobularni) hyperplasie a dal$im
vyvojem a expanzi vznika low-grade duktalni karcinom in situ (DeVita et al., 2008;

Pavlista et al., 2008).

Obr.7: Anatomie prsu

Anatomie prsu: A- dukty, B- lobuly, C- dilatovana ¢ast duktu zadrzujici mléko, D- prsni
bradavka, E- tukova tkan, F- sval pectoralis major, G- hrudni ko$

Anatomie duktu: A-normalni buiiky duktu, B- tumorové bunky duktu, C-bazalni membrana,
D- lumen (centrum duktu) (www.natural-disease-solutions.com/breast-cancer-

information.html).

6.2. SPORADICKE KARCINOMY PRSU
Sporadické karcinomy prsu vznikaji akumulaci ziskanych mutaci somatickych
gentl. ZvySené riziko sporadickych nadorii prsu je ¢asto spojeno se zvySenou expozici

pohlavnim hormontim (Kenemans et al., 2004).
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6.2.1. KARCINOM IN SITU

Duktalni karcinom in situ (DCIS) vznika proliferaci transformovanych epitelovych

bun€k duktalniho systému a nepronikd bazalni membranou do periduktalniho stromatu. Na
mamografii byvaji patrné kalcifikace. Tento typ karcinomu je ¢astéjsi u Zen po menopauze
a cCasto recidivuje. DCIS byva nejcastéji 1éCen operativnim odstranénim tumoru
(tumorektomie) a naslednou radioterapii ¢i chemoterapii.

Lobularni karcinom in situ (LCIS) vznika proliferaci uniformnich malych bunék

epitelu lobull mlécné Zzlazy, zpisobuje jejich roztaZzeni. Na rozdil od DCIS neni
detekovatelny mamograficky. Casto je multicentricky a v 10-20% postihuje oba prsy.
je typicky PR/ER pozitivni a her-2/neu negativni status spolu se snizenou expresi
E-kadherinu, molekulou epitelidlni membrany pro adhezi mezi bunkami. Pfi tomto typu
karcinomu je indikovana chemoterapie a pro absolutni snizeni rizika postizeni i druhého
prsu je doporuCovdna oboustranna mastektomie (DeVita et al., 2008; Klener, 2002;

Vyzula et al., 2004).

6.2.2. INVAZIVNIi FORMY KARCINOMU PRSU

Mikroinfiltrativni karcinom pronika bazalni membranou do maximalni vzdalenosti

2 mm.

Invazivni duktalni karcinom tvoii piiblizn€ 75% vsech karcinomdi prsu. Je patrny i

palpacnim vySetfenim, nebot’ ho provazi reaktivni fibréza, zptsobujici kamennou tvrdost
nadoru. Metastazuje do kosti, jater a plic. Mezi méné Casté formy duktalniho karcinomu
fadime karcinomy tabularni, medularni (PR a ER-), koloidni, papilarni (ER+ s dobrou
progndzou) a komodo-typ (DeVita et al., 2008; Klener, 2002).

Invazivni lobularni karcinom ptedstavuje pfiblizn€ 10% karcinomu prsu. Ze 30% je

bilateralni. Metastazuje do ser6zni membrany, mozkové a misni pleny, vajeéniki a do
retriperitonea (prostor mezi néasténnou pobfiSnici a zadni sténou bifisni) (DeVita et al.,

2008; Klener, 2002).

Inflamatorni karcinom je nejagresivnéjsi formou karcinou prsu. Infiltruje cely prs

a projevuje se difuznim zarudnutim kaze, otokem a zatvrdnutim ktize, kterd mé vzhled
pomerancoveé kiry. VyznaCuje se rychlym rlGstem, Castym metastazovanim a z 50%
postihuje i druhy prs. Z histologického hlediska se jednda o malo diferencovany duktalni
karcinom ER/PR negativni, se zvySenou expresi her-2/neu a mutaci p53 (DeVita et al.,

2008; Klener, 2002).
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6.3. HEREDITARNI KARCINOMY PRSU

Hereditarni karcinom prsu se vyskytuje na zakladé mutace gend v zarode¢nych
bunkach. Jedna se predevsim o geny brcal a brca2, které jsou mutované ve 2-3% tumort
prsu a u piiblizné 30-40% familiarnich nadord prsu (Kenemans et al., 2004). brcal
pozitivni tumory jsou pievazné ER/PR a Her-2/neu negativni (triple negativni) a maji
Spatnou prognozu (Lakhani et al., 2002). Hereditarni karcinom postihuje vétSinou zeny
pred menopauzou. Tento typ karcinomu vznikd neoplastickou transformaci bazalnich
bun¢k, byva malo diferenciovany a vétsi velikosti, vétSinou se jedna o invazivni duktalni
karcinom s ¢astymi metastazami v uzlinach. Tento subtyp ma Spatnou prognozu a kratkou
dobu preziti, Casto metastazuje do mekkych tkani a centrdlni nervové soustavy. Vice néz

polovina téchto nadorti metastazuje nejprve do mozku (Zaha et al., 2010).

7. DIAGNOSTIKA

Pro diagnostiku je rozhodujici preventivni vySetieni u lékaie a v mamografickych
centrech, kde dochazi k prvotnimu zjisténi nadoru prsu. Dalsimi zobrazovacimi metodami
pozivanymi pii diagnostice nadorti prsu jsou pocitaCova tomografie (posouzeni zmen
v okoli malignity, odhaleni metastdz) a magneticka rezonance (vylouceni existence vice
loZisek nadoru pii zachovnych operacich, odhaleni mozkovych metastaz) (Klener, 2002).

U pacientll s nadory jsou provadeéna také biochemicka vySetfeni se zaméfenim na
nadorové markery, jejichz vyskyt je zjistovan v télnich tekutinach, tzv. humoralni nadorové
markery, a v nddorové tkani, kdy se jedna o molekuly vyskytujici se v nadorovych bunkach
nebo na jejich povrchu-celularni tumorové markery. Nadorové markery jsou pievazné
proteiny souvisejici s ristem nadoru v organismu. Jednd se o molekuly produkované
nadorem (asociované tumorové markery) nebo molekuly, jejichz produkce je v tkanich
organismu indukovana nadorem (indukované nadorové markery). Analyza vétSiny
nadorovych markerd neni kvili své nizké diagnostické senzitivité a specifité¢ vhodna pro
screening ani pro primdrni diagnostiku nadort, ale pouzivd se pro monitorovani prabéhu
choroby a ucinnosti terapie a pro urceni stddia nddoru a prognézy. ZvySeni hladiny
tumorovych markertt mtize signalizovat navrat nemoci nebo neucinnost [écby (Koutecky et

al., 2004; Racek et al., 2006).
7.1. TUMOROVE MARKERY U RAKOVINY PRSU

Mezi tumorové markery sledované u pacienti s rakovinou prsu patii: CA 15-3,

CEA, TPA, exprese hormonalnich receptort a dalsi.
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7.1.1. CA 15-3

CA 15-3 je onkofetalni mucinovy glykoprotein bez organové specifity. Produkuji
ho ptfedevsim nadory Zlazového epitelu a epitelu mlécné zlazy. Jeho stanoveni se pouziva
k posouzeni tc¢innosti 1écby, predpoveédi recidivy u pacientli s rakovinou prsu. Procento
pozitivniho CA 15-3 stoupa s progresi nadoru a piimo koreluje se stadiem choroby.
Zvysené hodnoty CA 15-3 mivaji pacienti s nadorem délohy, ovarii, zvySena produkce je
pozorovana rovnéZ u pacientll s hepatopatii, plicnimi chorobami, renalnim selhanim nebo

u t¢hotnych Zen (Koutecky et al., 2004; Racek et al., 2006).

7.1.2. Karcinoembrionalni antigen (CEA)

CEA je glykoprotein sekretovany bunkami stfeva ve fetalnim obdobi, ovliviiuje
onemocnénimi prsu, kolorekta nebo plic, ale naptiklad i cirh6zou jater. Pokles hodnot CEA
signalizuje uspés$né chirurgické odstranéni nadoru, efekt chemoterapie nebo radioterapie

(Koutecky et al., 2004; Racek et al., 2006).

7.1.3. Tkanovy polypeptidovy antigen (TPA)

TPA tadime mezi prolifera¢ni tumorové markery. Je prokazatelny ve vSech buinkach
epitelidlniho ptivodu. Jedna se o smés fragmentii rizného druhu cytokeratint, tvoficich
intermedidlni filamenta fyziologickych i nddorovych bunék. TPA je indikatorem bunécné
proliferace, zvySena hladina TPA se nachazi u rychle rostoucich nadord. S ucinnou terapii
a zastavenim bunécného rastu klesa koncentrace TPA mnohem napadnéji nez koncentrace
ostatnich markert. K faleSnému zvySeni mize dojit vlivem zéanétlivych onemocnéni plic,

jater a urogenitalniho traktu (Racek et al., 2006).

7.1.4 Estrogenové receptory (ER)

Gen pro ER-a je lokalizovany v 6q25.2-q27 regionu, ktery byva u karcinomu prsu Casto
deletovan. Inaktivace ER ma poté za nésledek netc¢innost endokrinni terapie (Lerebours &
Lidereau, 2002). Gen por ER- [ se nachazi v oblasti 14q22-q24 (Kenemans et al., 2004).
ER jaderné receptory jsou nezbytné pro rist a diferenciaci epitelti prsnich zlaz. V jadre
bun¢k prsni tkdné¢ mulzeme najit dva typy estrogenovych receptori ER-o a ER-B. Pii
fyziologickém rastu prsni zlazy pusobi estrogeny na ER-pozitivni bunky prostfednictvim
komplexu estrogen-ER (Obr.9-1). Tento komplex aktivuje mimo jiné produkci
progesteronovych receptori a rdstového faktoru, ktery stimuluje rtst sousednich ER-
negativnich bunék. Zvysena exprese ER-a uz v premalignich 1ézich je spojena s intenzivni
proliferaci. Exprese ER-B je naopak v premalignich 1ézich niz§i nez v normalnim epitelu.

Predpoklada se tedy, ze ER-fp mtze mit v maligni progresi funkci supresoru (Hopp &
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Fuqua, 2003). Podil ER na inhibici ¢i aktivaci riistu nadoru prsu nezavisi pfili§ na typu ER,
ale na situaci uvnitf bunky. Inhibi¢ni efekt je spojen se snizenou hladinou ER-a, nizsi
expresi cyklinu D1 a zvySenou expresi PR stejn¢ jako Bax/BCL-xI (Soldati et al., 2009).

ER status je ur€ovan pomoci ligand vazebnych testii a imunohistochemicky.
Hlavnim tcéelem analyzy je identifikace pacientek, u nichZz je vysoka pravdépodobnost
ucinnosti 1écby antiestrogeny, napf. tamoxifen a ratoxifen. Se zvySujici se expresi ER
v tkani roste odpoveéd’ na hormonalni 1écbu, u pacientek v relapsu u€innost terapie znatelné
klesa. Témét 70% tumorl prsu je ER-pozitivni, u starSich pacientek je pozitivni nalez
Cast¢jsi. ER-pozitivni tkdn¢ jsou vétSinou dobie histologicky diferenciované s absenci
mutaci nebo amplifikaci gend jako 53, her-2/neu a egfr. ER-pozitivni tumory inklinuji
k metastazovani do kosti, meékkych tkani a reprodukénich orgént na rozdil od ER-
negativnich s nejcastéjSimi metastastazami do jater a mozku. ER-pozitivni pacientky maji
nizsi pravdépodobnost vyskytu relapsu béhem pétiletého pieziti (Hopp & Fuqua, 2003).
ER a PR pozitivni tumory jsou luminalni nadory, déli se na subtyp A (her-2/neu negativni)
a B (her-2/neu pozitivni). Z valné ¢asti se jedna o invazivni duktalni karcinomy. Subtyp A
je Castéjsi nez subtyp B, s intenzivni expresi ER a PR, v niz§im stadiu (I-II) se tvoii dobie
¢i mirné diferenciované lIéze. Luminalni subtyp B ma nizsi expresi ER a PR. Je tvofen
dediferenciovanymi buiikami a ¢astéji napada uzliny (Zaha et al., 2010).

ER je heterodimer, jehoz geny byvaji velmi Casto postizeny piedev§sim delecemi
nebo bodovymi mutacemi (Hopp & Fuqua, 2003). Jako priklad lze uvést zaménu lysinu
303 za arginin na zacatku vazebné domény ER-a pro estrogen, mutace zvySuje citlivost
nadorovych bunék k estrogenu. Tato mutace se vyskytuje ptiblizné u 30% premalignich
1ézi (Fuqua et al., 2000).

V neoplastickych i normalnich ER-citlivych tkanich podléhaji oba ER geny
dodate¢nému alternativnimu sestfihu za vzniku variant mRNA ER-a a ER- B s chybgjicim
jednim ¢i vice exony. Tyto varianty mRNA jsou exprimovany spolecné s normalnimi geny
pro receptory, ale pfedpokldda se, ze mira exprese pozménénych mRNA variant ER-a
muze hrat roli v tumorogenezi. Polymorfismus a missense mutace ER-a genu byly
nalezeny v primarnich a metastazujicich prsnich nddorech. Nemaji vSak souvislost
s klinickymi parametry jako jsou velikost nadoru nebo histologie (Hopp & Fuqua, 2003;
Pavlista et al., 2008).

7.1.5. Progesteronové receptory (PR)

PR se nachazi ve dvou isoformdch PR-A a PR-B, jejich expresi pozorujeme
nejcastéji v bunikach obsahujicich také ER-a, jsou pozitivné regulovany estrogenem. Na
rozdil od ER- a a ER- B, PR-A a PR-B jsou koexprimovany v podobné hladiné uvnitt

stejnych epidermalnich bunék. Rovnovaha receptorovych isoforem je rozhodujici pro
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progesteronovou citlivost normalni prsni tkdn€é. Pomér PR-A ku PR-B byva 1:3. Ztrata
koordinace zastoupeni isoforem vede k tumorogenezi, nachazi se az u 30% atypickych
duktalnich hyperplasii a u vice nez 50% duktalnich karcinomt in situ (Hopp & Fuqua,
2003).

K expresi PR regulovanych gent dochazi vlivem mnoha extra- a intra-celularnich
procest. PR je ligandem aktivovany transkripéni faktor na promotorech obsahujicich
sekvenci citlivou na progesteron jako v piipadé genu c-myc (Moore et al., 1997). PR miize
aktivovat genovou expresi také interakci s dal§imi transkripcnimi faktory jako AP1, SP1
nebo STATs nebo spusti kinasovou kaskadu (MAPK, c-Src kaskady), kterou aktivuje jiné
transkripéni faktory (Daniel et al., 2009).

PR status zjiStujeme pomoci ligand vazebnych testl, antibody-based testi a
imunohistochemicky. Tyto testy vSak nejsou schopny rozliSit jednotlivé isoformy
receptoru. Prediktivni a prognosticky vyznam PR je podobny jako u ER. PR pozitivni
karcinomy prsu byvaji ¢astéji dobie diferenciované. PR-pozitivni pacientky 1épe odpovidaji
na tamoxifen, maji delsi interval do selhani 1é¢by a delsi celkovou dobu pieziti (Hopp &

Fuqua, 2003).

7.1.6. her-2/neu (c-erb-2, ErbB2)

Gen pro lidsky epidermalni ristovy faktor 2 (her-2/neu) je lokalizovany na

HER 2

chromozému 17q. Gen koduje 185 kDa velky transmembranovy glykoprotein p185
s tyrosinkinasovou aktivitou (Ross et al., 2003). Her-2/neu kddovany protein patii do HER
rodiny rastovych faktorti zahrnujici mimo HER-2 strukturdlné podobné receptory EGFR
(ErbB1, HER-1), HER-3 (ErbB3) a HER-4 (ErbB4). Tyto receptory se skladaji ze tii
specifickych domén - extracelularni vazebné domény, transmembranové domény a
intracelularni domény s tyrosinkinasovou aktivitou (Dean-Colomb & Esteva, 2008). HER
receptory zprostiedkovavaji transdukci signalu (Obr.9), kterda ovliviluje bunécnou
proliferaci, diferenciaci, pteziti, hybnost a adhezi. Pro aktivaci HER-2/neu receptoru je
nezbytnd pfitomnost ligandu, po jehoz navazani dimerizuje receptor s identickym
receptorem (homodimerizace) nebo jinym pfislusnikem HER rodiny (heterodimerizace)
(Obr.8). Po dimerizaci dojde fosforylaci specifického intracelularniho tyrosinového rezidua,
nasledné jsou aktivovany signalni drahy. Druh aktivované drahy zavisi na dimeriza¢nim
partnerovi a vdzaném ligandu, pro HER-2/neu zatim nebyl identifikovan zadny ligand

(Cibula et al., 2009; Ross et al., 2003).
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Obr.8: ErbB (HER) receptory a jejich ligandy.
Vsechny receptory HER rodiny maji vysoce homologni extracelularni a kinasovou doménu. Pouze
HER3 nema aktivni kinasovou doménu. HER receptory nejcastéji dimerizuji s HER-2/neu, pro ktery

jako jediny dosud nebyl nalezen zadny ligand (Zhang et al., 2007).

Aktivované HER receptory spousti signalni drahy zahrnujici Ras/mitogeny
aktivované kinasy, Janusovy kinasy/ pfenaSe¢ signalu a aktivator transkripce (Ross et al.,
2003). HER-2/neu spousti signalizaci prostfednictvim fosfatidylinositol-3kinasy a AKT,
ktera maze fosforylaci aktivovat fadu substratd. Nasleduje snizeni exprese cyklinu DI a
snizeni transkripce p27, coz je inhibitor CDK2, to mlze vést ke zvysSené proliferaci a
preziti. Druhou drahou spusténou aktivaci HER-2/neu receptoru je tzv. MAPK (mitogenem
aktivovana protein kinasa). MAPK kaskada je regulovana predevsim MEK (kinasaMAP
kinasy) a MAPK, coz jsou nezbytné komponenty pro bunéény rust. V her-2/neu pozitivnich
karcinomech prsu je aktivovana pravé Ras/MAPK signalizac¢ni draha (Dean-Colomb &

Esteva, 2008).
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Obr.9: Schematické zndzornéni 4 moznosti transdukce signalu

1- Signal je pfenasen prostfednictvim hormonu. Hormon se vaze na specificky receptor v cytoplasme
a komplex hormon-receptor aktivuje transkripéni faktory.

2, 3, 4- Ligand vazbou na extracelularni doménu aktivuje tyrosin kinasovy receptor. Nasleduji 3
moznosti dal$iho pfenosu signalu, které v konecné fazi vedou k aktivaci transkripénich faktort a

expresi specifickych, danou drahou regulovanych proteintt (Lerebours & Lidereau, 2002).

Amplifikace ¢i nadmérnd exprese Her-2/neu je pozorovana piiblizné u 30 %
pripadt rakoviny prsu (Cibula et al., 2009; Ross et al., 2003; Shackney et al., 1998).
Vyssi exprese je nejcasteji nalezena v invazivnich duktalnich karcinomech prsu a duktalnich
karcinomech in situ comedo-typu.Amplifikace vedek zvyseni poctu homodimeri HER-
2/neu , coz vedek nadmérné stimulaci signalni drahy. Amplifikace HER-2/neu se velmi
Casto nachazi u nddorG prsu v pokrocilém stadiu (nejcasteji histologicky grade III), s
minimalni expresi PR a ER, aneuploidii, vysokou intenzitou proliferace, mutaci p53,
amplifikaci topoisomerasylla a zménami v koncentracich molekularnich markert invazivity
a metastazovani rakoviny prsu (Garcia et al., 1989; Ross et al., 2003). Tyto nadory jsou
malo diferenciované a pomérné Casto zasahuji podpazni lymfatické zlazy (Zaha et al.,
2010).

Her-2 pozitivita je také spojena se zvySenou angiogenezi, ktera je nezbytna pro
preziti tumoru a jeho metastazovani. HER-2/neu ma schopnost ménit rovnovahu mezi
proangiogeny a antiangiogeny. V nadorech snadmémou expresi HER-2/neu byla
pozorovana vysoka hladina proangiogeni napi. VEGF. V cytosolu bunék se zvysenou

expresi VEGF byla nalezena zvysSena denzita kapilar. D4 se tedy predpokladat, ze zvySena
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hladina VEGF pftispiva ke vzniku agresivniho fenotypu nadorti s nadmérnou expresi
HER-2/neu (Dean-Colomb & Esteva, 2008).

K zjisténi her-2/neu statusu a urceni odpovedi na 1é€bu trastuzumabem se pouZzivaji
nejcastéji imunohistochemické metody a fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Za her-
2/neu pozitivni jsou povazovany vzorky imunohistochemicky hodnocené jako 3+, resp.2+
(nutno potvrdit jinou metodou) a pti FISH jsou jako vzorky amplifikované oznaceny ty,
jenz maji pomér poctu kopii genu her-2/neu ku poctu kopii chromozému 17 vétsi nebo
roven 2,2 (Carlson et al., 2006). Pacientkam s nadmérnou expresi HER-2/neu receptoru je
indikovana 1écba monoklonalni protilatkou trastuzumab (obchodni ndzev Herceptin), ktera
se vaze na extracelularni ¢ast HER-2/neu (Ross et al., 2003). Blokaci HER-2/neu zptisobuje
Herceptin zmény v regulaci bunééného cyklu a apoptoézy. Herceptin inhibuje shlukovani
bunék, snizuje expresi cyklinu D1 a hladinu p27 (inhibuje aktivitu cdk2 a proliferaci) v
her-2/neu amplifikovanych buiikach tumoru prsu. Tento efekt je spojen s inhibici PI3K
aktivity a funkce AKT (Yakes et al., 2002). Trastuzumab je pouzivan od roku 2001
k paliativni terapii recidivujicich nadorti, pokrocilé metastatické nemoci (Ross et al., 2003).
V roce 2008 byl trastuzumab v Ceské republice schvalen pro adjuvantni terapii her-2/neu
pozitivniho ¢asného karcinomu prsu. V souvislosti s piechodem trastuzumabu do adjuvantni
1é&by doslo v Ceské republice k vytvoreni 6 laboratofi prediktivni onkologie, ve kterych je
mimo jiné status genu her-2/neu vysetrovan. Na zakladé vysledki téchto laboratofi lze
trastuzumab pro lécbu karcinom prsu a karcinomu Zaludku (od roku 2008) indikovat
(www.linkos.cz, 2010). Co se tyce Uc¢innosti 1écby, trastuzumab v mono ¢i kombinované
terapii, podavany v prvni linii 1é¢by, prodluzuje celkovou 1é€ebnou odpovéd, interval do
progrese choroby a celkovou dobu preziti se snizenim rizika amrti pacienta o 20%. Témef u
15% pacienti s primarnim karcinomem prsu, adjuvantné léCenych chemoterapeutiky
s trastuzumabem, se vyvine sekundarni nador a az 60% pacientli s her-2/neu pozitivnim
metastazujicim nadorem na 1é¢bu trastuzumabem neodpovida. Soucasny vyzkum se snazi
objasnit mechanismus této rezistence a zjistit jak tyto mechanismy obejit, aby se zvysila
ucinnost trastuzumabu C¢i najit takové 1écebné postupy, které by byly u resistentnich

pacientek u¢inné (Dean-Colomb & Esteva, 2008; ).

7.1.6.1. Polyzomie chromozomu 17

Na chromozéomu 17 (CHI17) je lokalizovana fada onkogend a tumorsupresort
vcetné her-2/neu, brcal, tp53 (Lerebours & Lindereau, 2002) a gen pro topoizomerasu II
o (Beser et al., 2007).

VétSina studii povazuje zvySeny pocet kopii chromozodému 17 bez her-2/neu
amplifikace u tumoru prsu za pomeémé bézny jev (Viale, 2008; Vanden Bempt et al.,

2008), ale vyzkum Marchio et al. z roku 2009 uvadi, ze skutecna polyzomie CH17 je spise
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vzacnosti a pocet signalit CEP17 vyssi nez 3 zjisteny pomoci FISH je Casto zptisoben
amplifikaci nebo zmnoZenim centromerické oblasti, popt. cross-hybridizaci centromerické
sondy na centromeru jiného chromozému. Nespravna FISH klasifikace tumoru prsu jako
polyzomického mize byt zodpovédna za cCast kontraintuitivnich odpovédi na 1écbu
trastuzumabem u pacientd falesné HER-2/neu negativnich (Viale, 2008). Z tohoto divodu
jsou pacienti s polyzomii CHI17, stanovenou pomoci centromerické sondy (CEP17),
vySetfeni lokusové specifickou sondou na oblast 17p11.2. Falesné polyzomické pacienty se

tak snazime odliSit od polyzomickych.

Obr.10: Lokalizace onkogent a antionkogenti na chromozomu 17 (Chedwick, 2001)

Mira vyskytu polyzomie CH17 zavisi na definici polyzomie. Podle ASCO/CAP je
polyzomie definovana jako vyskyt alespon tii signald CEP17 na buiiku ve = 30% jader (Viale,
2009). Polyzomie chromozomu 17 se vyskytuje v 13 az 46% nadorti prsu, vysledky
jednotlivych studii se li§i v zavislosti na studované populaci a definici polyzomie. Zmnozeni
poctu chromozému 17 zptsobuje zvySeni poctu kopii genli na ném lokalizovanych, coz by
melo vést k nadmérné expresi produktl gend. Polyzomie CH17 nezpiisobuje vyraznou
nadmérnou expresi HER-2/neu proteinu ani jeho mRNA, je vsak dilezita pfi interpretaci

HER-2/neu statutu a to predevsim u [HC vysledkti 2+ (Vanden Bempt et al., 2008).
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Obr.11: Iustrativni FISH Aer-2/neu v interfaznich jadrech tumoru prsu.
A - diploidni jadra, B - trizomie CH17, C - tetrazomie CH17, D - nizka amplifikace her-2/neu,

E - jadra se stfedni amplifikaci her-2/neu, F - vysokd amplifikace her-2/neu (Espinosa et al.,

2003).

Polyzomie CH17 a nadméma exprese her-2/neu utumoru prsu jsou dvé odlisné
genetické aberace s rtiznymi klinicko-patologickymi vyznamy. Protoze polyzomie muze
odrazet aneuploidii a zvySenou chromozomalni nestabilitu, dalo by se oCekavat, ze tumory s
polyzomii budou agresivnéjs$i. Tumory s polyzomii CH17 se charakterem blizsi her-2/neu

negativnim nadorim, které maji vysSi grading, snizenou bezpfiznakovou dobu pieziti,
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Spatnou prognoézu a ¢asto jsou ER/PR negativni. Na karcinomy prsu s polyzomii CH17 by
se mélo pohliZet spiSe jako na her-2/neu negativni (Vanden Bempt et al., 2008).
7.1.7. Receptor epidermalniho riistového faktoru (EGFR, ErbB1, HER-1)

EGFR patii do HER rodiny transmembranovych receptorti. Lokalizace jeho genu je
7q12. Produktem genu je glykoprotein o velikosti 170 kDa s dilezitou roli v bunécné
proliferaci, migraci a regulaci apoptozy. Tyto ucinky maji za dusledek Spatnou prognédzu
pacientii s nadmémou expresi EGFR (Cizkova et al., 2009). EGFR je receptor
s tyrosinkinasovou aktivitou, ktery dimerizuje s dal§imi ¢leny HER rodiny (stejné jako
HER-2/neu) po vazbé jednoho z nékolika moznych extracelularnich ligandd (Obr.8.).
Aktivovany receptor generuje mitogenni signdl pomoci Ras/MAP kinasové drahy,
ta iniciuje transkripci cilovych genii (Obr.9). Her-2/neu dimerizovany s EGFR generuje
jeste efektivnéj$i mitogenni signal neZ EGFR nebo Her-2/neu homodimer. Kratce po vazbé
ligandu na receptor nastavd endocytéza receptoru a jeho nasledna degradace v lysozomu
(Shackney et al., 1998; Tikhomirov & Carpenter, 2003). U nadord s mutaci EGFR
k degradaci v lysozomu casto nedochazi a receptor zistdva déle aktivni. V ramci jedné

bunky byva pocet her-2/neu zpravidla vyssi nez gent pro EGFR (Shackney et al., 1998).

7.1.8. p53

p53 je 53 kDa velky protein kddovany tumorsupresorovym genem 53 nachazejicim
se na kratkém rameni chromozomu 17 (Pavlista et al., 2008). Protein p53 patii k
priblizné 70% vsech typt nadori. Jeho funkci je regulace bunécného cyklu, apoptozy a
udrzeni genetické stability (Drissi et al, 2001). p53 je transkripéni faktor skladajici se
z N-koncové transkripéné aktivaéni domény, centralni DNA-vazebné domény a C-koncové
homooligomeracni domény. VétSina mutaci postihuje DNA-vazebnou doménu, snizuji
nebo znemoznuji specifickou vazbu p53 na DNA a tim i transkripci p53 regulovanych
gentl. V pfipadé mutace oligomerizacni domény polypeptidu dochazi k tvorb¢ tetrameru
mutované¢ho p53 s wt-p53. Hladina p53 stoupd pii stresu, poskozeni DNA.V takovém
piipadé€ je protein fosforylaci stabilizovan a aktivovan. Po aktivaci stimuluje transkripci
gentl, jejichz produkty zastavuji bunécny cyklus a umoznuji opravu poskozené DNA, nebo
aktivuje geny indukujici apoptozu. Jednim z produktd p53 aktivovanych genti je p21, krery
inhibuje komplexy CDK 4/6-cyklin D a tim zabranuje vstupu bunky do S faze a replikaci
poskozené DNA. Zastaveni bunéného cyklu umoziuje opravu jaderné DNA. Buiiky, jimz
chybi funkéni p53, nejsou schopny v takové situaci cyklus zastavit a hromadi se v nich
dalsi mutace, které cyklus dereguluji. Navic diky deficienci p53 unikaji apoptéze a mohou
se dale replikovat. (Alberts et al., 2002; Snustad & Simmons, 2009). Mutaci genu p53

mizeme najit téméf ve vSech typech solidnich nadora (Pavlista et al., 2008).
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7.1.9. brcal a brca2 (Brest cancer susceptibility gene 1 a 2)

Gen brcal je lokalizovan v 17q21 a jeho produktem je polypeptid pBRCAI1 o
velikosti 220 kDa. pPBRCAI interaguje s vice nez 15 proteiny zapojenymi do represe nebo
aktivace transkripce, ma urcitou roli i v apoptoze. Produktem genu brca2 nachazejiciho se
v regionu 13q12-q13 je polypeptid BRCA2 velky 384 kDa. Oba geny jsou tumorsupresory,
Casto mutované v hereditarnich tumorech prsu a ovaria. Ve sporadickych nadorech dochazi
k mutaci vyjimecné, u téchto nadord jsou Casto jejich produkty méné funkéni (Kenemans et
al., 2004; Snushtad & Simmons, 2009).

Drahy regulované brca zajistuji stabilitu genetického materidlu buiiky. brcal
a/nebo brca2 jsou zapojeny do drah dulezitych pro rozpoznani poskozeni DNA, opravy
dvousroubovicovych zlomd, kontrolu bunécného cyklu, regulace transkripce a remodelingu
chromatinu. Inaktivaci procesti, v nichZ jsou zapojeny brca geny, mohou zptisobit také
mutace gentl kddujici ATM (ataxia telangiectasia mutated) and CHEK?2 (checkpoint kinasa
2 bunééného cyklu) nebo mutace vedouci k amplifikaci genu pro EMSY, coZ je v populaci
mnohem b&znéjsi jev nez mutace brcal (Friedenson, 2005).

Buniky s mutaci zpisobujici zratu funkce BRCAI nebo BRCA2 nedostatecné
opravuji dvousroubovicové zlomy pomoci konzervativniho mechanismu homologni
rekombinace konverzi gent, a proto jsou tato poskozeni opravovana nekonzervativnimi,
potencialné mutagennimi mechanismy - spojeni nehomolognich konct a jednovlaknové
zaceleni (SSA). Takové opravy zpusobuji genomovou nestabilitu, jsou zakladem
predispozice k n¢kterym typtim nadorovych onemocnéni. Ke spojeni nehomolognich koncii
dochazi béhem GO0/1. SSA je za normalnich okolnosti neobvykly zptisob opravy DNA.
Dochazi k nému, nachazi-li se dvouSroubovicovy zlom mezi dvéma repetitivninimi
nukleotidovymi sekvencemi orientovanymi stejnym smerem. Pii SSA je deletovan tsek
mezi témito sekvencemi, je zachovana pouze jedna opakujici se sekvence (Turner et al.,
2005).

Pro pacientky diagnostikované v niz§im v€ku (pod 50 let) je typicka genetickd
predispozice a vyssi pravdépodobnost vzniku sekundarniho nadoru a to predevsim v plicich
a kostech neZ u pacientek diagnostikovanych ve véku pozd&jsim (Evans at al., 2001). Zeny,
které zdédily jednu mutovanou brcal nebo brca? alelu, maji vy$si pravdépodobnost vzniku
nadorového bujeni v prsu a vajecnicich. Riziko vzniku hereditarniho tumoru prsu u
pfenaseCek mutace brcal presahuje 80%. Vyskyt téchto mutaci v populaci (mimo populaci
zidovskou) neni prili§ bézny, nositelkami brca mutace je priblizné¢ 5-10% pacientek
s rakovinou prsu (Friedenson, 2005). Riziko vzniku tumoru vajec¢niku ¢i prsu je u nositelek

mutace brcal starSich 70 let dvakrat vyssi nez ve zbyvajici populaci. Celkové riziko vzniku
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nadoru mimo prsu a vajecnikd (tlusté stfevo, jatra, slinivka btisni) bylo vyznamné vyssi u
muzli prenaseCli nez u Zen mutaci brcal a s veékem jest€ roste (Thompson & Easton,

2002).

7.1.10. c-Myc

Gen c-myc lokalizovany v oblasti 8q24.12-q24.13 je lidskym homologem v-myc
genu retroviru MC29 ptaci myelocystomatozy (Sheiness et al., 1978). c-Myc je velice
nestabilni fosfoprotein s popolo¢asem Zzivota okolo 15-30 minut. c-Myc je degradovan
pomoci ubiquitinem zprostfedkované drahy vedouci k rozloZeni proteinu v proteazému.
Stabilita c-Myc proteinu je regulovana na riznych usecich. Na N-konci se nachazi tzv.
degron, ktery umoznuje jeho destrukci a na C-konci tzv. stabilon umoznujici stabilizaci a
odd¢leni c-Myc do subnuklearniho prostoru (Supino & Scovassi, 2004). C-Myc patii spolu
s N-Myc a L-Myc do myc rodiny transkripénich faktorti (Nass & Dickson, 1997), které
maji velmi podobnou kddujici sekvenci i genomické uspotadani. N-konec peptidového
fetézce c-myc tvoii transaktivaéni doména a C-konec tvoii DNA-vazebnou/dimerizacni
doménu (Liischer & Larsson, 1999). DNA-vazebna/dimerizacni doména ma strukturu
helix-loop-helix leucinového zipu (bHLHZip), coz je typické pro transkripéni faktory
rozpoznavajici motiv CACGTG. Funkci této domény je specifickd interakce s DNA
pomoci bazického regionu a homo- nebo heterodimerizace prostiednictvim bHLHZip.
C-Myc nejcastéji dimerizuje s Max proteinem (dimerizuje se v§emi proteiny Myc rodiny),
teprve c-Myc-Max komplex se vaze na specificky usek DNA (Obr.12) (Blackwood &
Eisenman, 1991).

Obr.12: Struktura Myc/Max komplexu transkripcniho faktoru navazaného na DNA
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Oba proteiny maji helix-loop-helix motiv, pies jehoz helixIl pievazné dimerizuji. Cervené zbarvena
rezidua (Ile156, Ile150) Myc interaguji se zelené znazornénymi rezidui Max (Schuster-Bockler &
Bateman, 2008).

Max a Myc netvoii homodimery a tedy nejsou schopny samy interagovat s DNA,
proto je funkce Myc zavisla na dimerizaci s Max. Myc je dulezity pro regulaci proliferace,
diferenciace a apoptozy. Max je schopen dimerizovat i s dal$imi proteiny (Madl, Mxil,
Mad3, Mad4 a Mnt) a tvofi tedy centralni ¢ast Myc/Max/Mad transkripcnich regulatorti.
Mad a Mnt negativné ovliviiuji bunéény rist, jsou antagonisty Myc. Mad je pievazné
exprimovan diferenciujimcimi se bunkami nebo bunkami v klidové fazi (Liischer &
Larsson, 1999) na rozdil od Myc, ktery je intenzivné exprimovany v proliferujicich
bunkach (Nass & Dickson, 1997). Myc/Max/Mad transkripéni komplex se tedy sklada
z proteint podporujicich i inhibujicich bunéény rist, coz je rozhodujici pro pfepinani mezi
proliferaci, diferenciaci, vstupem do klidové faze a apoptdzou (Liischer & Larsson, 1999).

Ve fyziologickych bunkédch je exprese c-myc piisné regulovana mitogennimi
signdly. c-Myc je nezbytny pro vstup builky do S faze bunééného cyklu a pro odpoveéd na
signaly pro diferenciaci buniky (Obr.13.) (Supino & Scovassi, 2004).
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Obr.13: Jedna z drah nésledujicich po mitogenni stimulaci buiiky a stimulace genil
zvySujicich bunéény rist Myc proteinem.

Mitogenni signaly aktivuji Ras, maly protein s GTPasovou aktivitou, jehoz aktivace vede ke
spusténi MAP kinasové kaskady, zvyseni hladiny Myc regulacnich proteinti a expresi Myc. Myc
ptsobi na bunéény cyklus zvySenim transkripce né€kolika genl. ZvySuje expresi cyklinu D a s tim
aktivitu komplexu cyklin D-CDK4. ZvySuje také transkripci genu koédujictho SCF podjednotku
ubiquitin ligasy, coz napomaha degradaci p27, tim se zvySuje aktivita komplexu cyklin E-CDK2.
ZvySena aktivita cyklin D-CDK4 a cyklin E-CDK2 komplexti stimuluje fosforylaci pRb, ktery
nasledné uvoliiuje transkripéni faktory E2F. Myc také stimuluje transkripci genu pro E2F.

Diusledkem exprese E2F je vstup do S faze buné¢ného cyklu (Alberts et al., 2002).

In vitro mize byt exprese c-Myc indukovéana rlstovymi faktory a hormony
stimulujicimi buné¢ny rust, napt. EGF, TGFa, IGF-1, insulin, estrogen. Linoleova kyselina
a mastné kyseliny mohou podporovat bunéény rist nadoru prsu, mohou také indukovat

expresi c-Myc (Nass & Dickson, 1997).
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c-myc muze byt transformovan na onkogen vice mechanismy vcetné translokace,
amplifikace, nadmérné exprese, zvySenim stability c-myc proteinu, ale nejcastéji
pozménénim signalizacni drahy vedouci k inhibici ¢i aktivaci c-myc genu (Nilsson &
Cleveland, 2003; Supino & Scovassi, 2004).

U B- lymfocytovych malignit a Burkitova lymfomu dochazi k translokaci c-myc na
chromozém 2, 4 nebo 14 do blizkosti jednoho ze tfi genl pro imunoglobulinovy (Ig)
fetézec, ¢imz se dostava pod konrolu jejich promotoru a je zarovén s Ig exprimovan.
Nadméma exprese Myc vede ke stimulaci proliferace. Dalsi moznosti aktivace onkogenu
c-myc v téchto tumorech jsou bodové mutace postihujici pfedev§im transloka¢ni doménu.
Takové zmény mohou vést k prodlouzeni polocasu zivota mutantniho proteinu, protoze
pozmeénéna oblast je diilezitd pro degradaci c-Myc proteazémem (Dang et al., 1999).

Amplifikace c-myc se nachazi piiblizné ve 20% ptipadi karcinomu prsu, méné
Casté jsou zmeény vramci genu. Amplifikace c-myc se vyskytuje také u nadori plic,
dé€lozniho krcku, vajecnikd a vyjimeéné u tumort tlustého stieva. Nadmérna exprese tohoto
onkogenu je vSak u karcinomu tlustého stieva velmi ¢asta. Amplifikace c-myc je spojovana
s vysokou prolifera¢ni aktivitou, agresivitou a velikosti tumoru prsu, pokroc¢ilym stadiem
nadoru, zasazenim uzlin (node status), negativitou steroidnich receptorti, vékem a
aneuploidii. Koamplifikace c-myc a her-2/neu se vyskytuje jen vyjimecné. Amplifikace
genu neni nutné spojend s nadmérnou expresi c-Mye, v jejimz disledku jsou koaktivovany
¢i exprimovany dal$i onkogenni proteiny, napt. Ras, Bcl-2 a mize blokovat diferenciaci
nékterych bunék (Dang et al.,, 1999; Garcia et al., 1989; Nass & Dickson, 1997).
Amplifikace ¢-myc v nadorech bez zasazeni uzlin a s pozitivnimy steroidnimi receptory je
povazovana za negativni prognosticky faktor, je spojovana s ¢asnym relapsem onemocnéni
a kratkou celkovou dobou pieziti (Berns et al., 1992). V rostoucich bunkach vede k snizeni
pozadavkl na rustové faktory a zkraceni G1 faze, zatimco snizena exprese blokuje buiku
v Gl fazi bunécného cyklu. c-Myc muze zvysit expresi cyklint A a E, v nékterych
pripadech muze potlacit expresi cyklinu D1 a ovliviiuje také aktivitu komplext cyclin D1-
CDKA4, cyclin E-CDK2 a cyclin A-CDK2 (Mateyak et al., 1999). Nadmérna exprese Myc
také napomahd transformaci usnadnénim imortalizace buiky, diky indukci exprese
katalytické podjednotky telomerasy (TERT), kterd zabrafiuje zkracovani telomer.
Paradoxné¢ nadmeérna exprese myc v nékterych piipadech spousti také ARF (alternativ
reading frame)-p53 drahu vedouci k apoptoze (Drissi et al., 2001).

Lécba antisense oligonukleotidy, které se vaZzou na mRNA a zabranuji tak
nadmérné expresi c-Myc, je velmi dobfe snasena pacienty s chronickou lymfocytickou
leukémii, nemalobunéénym karcinomem plic, pokrocCilym malignim melanomem,
vicenasobnym myelomem a karcinomem prostaty (Supino & Scovassi, 2004). U nadort

tlustého stfeva s amplifikaci c-myc a wt-p53 je indikovana 1écba S-fluorouracilem,
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ktery zvysuje celkovou dobu pteziti a prodluzuje obdobi bez ptiznakli nemoci (Arango et
al,, 2001). U karcinomu tracniku samplifikaci c-myc byl prokazéan vliv antisense
fosfothiolat oligonukleotidli na sniZeni intenzity ristu nadorovych bunék a hladiny c-myc
mRNA i proteinu. V disledku toho antisense fosfothiolat oligonukleotidy redukuji
mnozstvi mRNA Bcl2, Belxl, CDK2, cyklinu E1, CDKI1 a cyklinu B1, spolu se zvySenim
hladiny mRNA p21, p27, bax a kaspasy 3. Jejich uCinnost jeSté zvySuji cytostatika.
Kombinovana 1é¢ba ma intenzivnéjsi apoptoticky efekt nez samotna cytostatika ¢i antisense
fosfothiolat nukleotidy (Abaza et al., 2008). Na tumor prsu pusobi antisense
oligonukleotidy c-Myc mRNA stejné, zna¢né snizuji expresi c-Myec, a tim i cyklinu D1 a
inhibuji proliferaci nddorovych bunck. Antiestrogeny také vyvolavaji akutni snizeni

hladiny c-Myc (Caroll et al., 2002).

7.1.11. Cyklin D1 (ccndl, pradl, bcll)

Gen ccndl koédujici cyklin D1 se nachazi v oblasti q13 chromozému 11 (Motokura
et al., 1991), je to jeden =znejCastéji alterovanych regulatori bunééného cyklu
v tumorovych bunkéch (Kim & Diehl, 2009).

Cyklin D1 ma fadu biologickych funkci, ovliviluje migraci bun€k, apoptdzu,
mitochondrialni funkce a metabolismus, regeneraci neuronil, blokuje diferenciaci a
stimuluje proliferaci bunék. Cykliny jsou alosterické regulatory cyklindependentnich kinas,
které po asociaci s pfislusSnymi cykliny fosforyluji specifické substraty a tim zajist'uji
pfechod do dalsi faze bunécného cyklu. D cykliny (D1, D2, D3) asociuji s CDK4/6 a
zprosttedkovavaji ptechod z G1 faze do S faze bunééného cyklu (Obr.5) (Kim & Diel,
2009). Jejich exprese je stimulovéana ristovymi faktory nebo dalSimi mitogeny (napf.
steroidni hormony). Mimo cyklinti ovliviiuje aktivitu CDK také jejich posttransla¢ni
modifikace (fosforylace) a vazba inhibitort CDK (CKI). CKI mizeme rozdélit na
ptislusniky CIP-KIP rodiny, napt. p21, p27 a p57, které svou vazbou mohou inhibovat
témet vSechny cyklin-CDK komplexy a na ¢leny INK rodiny, napt. p15, pl6, p18 apl9, ty
inhibuji pouze komplexy CDK4/6. CKI jsou dulezité pro zastaveni ristu v pfipadé
poskozeni DNA ¢i starnuti. Aktivni CDKs fosforyluji proteiny Rb, coz uprostied G1 faze
vede k uvolnéni aktivnich forem E2F transkripcnich faktort, které indukuji expresi cyklinu
A, E a mnoha dalSich gent specifickych pro S fazi napt. thymidin kinasa, polymerasa a.
Cyklin E nasledné tvoii komplex s CDK2, coz je nezbytné pro ptechod do S faze
(Mateyak et al, 1999). Degradaci cyklinu D1 pozitivné reguluje fosforylace tyrosinového
rezidua (Tyr-286) blizko C-konce glykogensyntasakininasou-3beta (GSK-3B). GSK-3B
mize byt inhibovana mitogennimi drahami zahrnujicimi Ras, PI3K a proteinkinasu B

(AKT) (Diehl et al., 1998).
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K nadmérné aktivaci CCND1 miize dojit bodovou mutaci, chromozomalni
prestavbou nebo amplifikaci (Kim & Diehl, 2009). Bodovou mutaci ménici threonin 286
za alanin vznikd vysoce stabilni mutant cyklinu D1, odolny vii¢i fosforylaci GSK-3B
(Diehl et al., 1998). Béznym genetickym mechanismem patogeneze B-bunéénych lymfoma
je translokace t(11;14)(q13;q32) ccndiza oblast promotoru pro tézky imunoglobulinovy
fetézec, s niz je poté exprimovan (Kim & Diehl, 2009).

Amplifikace ccndl se vyskytuje pfiblizn€¢ u 15% primarnich tumort prsu a u
mnoha dalsich nadorovych onemocnéni véetné nadord plic, tlustého stteva, krku a hlavy.
deregulace exprese CCNDI byva indukce onkogennimi signaly nez mutace ¢i translokace
ccndl (Hosokawa & Arnold, 1998). Nadmérmné exprese cyklinu D1 ma klicovou roli
v kontrole vyvoje prsni zlazy, progrese bunécného cyklu epitelovych bunck prsnich Zlaz a
tumorogenezi (Wang et al.,, 1994). Deregulace exprese CCND1 muze vést k vyvolani
abnormalniho autonomniho ristu bez nutnosti stimimulace ristovymi faktory. Amplifikace
ccndl byla nalezena pievazné v tumorech prsu pozitivnich na ER i PR (Seshadri et al.,
1996). U tumoru zaludku s amplifikaci ccndl bylo testovano, zda terapie antisense
oligodeoxynukleotidy cyklinu D1 (ASODN) ovlivituje bunéény cyklus a expresi jeho
regulatorti. ASODN inhibuji rast nddorovych bunék, snizuji expresi cyklinu D1 a pRB a
stimuluji expresi p21. Také pozitivné ovliviiuji chemosenzitivitu nadorovych bun€k vuci
5- florouracilu, metotrexatu a cisplatiné (Shuai et al., 2003; Shuai et al., 2006). Podobné
studie u karcinomu prsu zatim nebyly publikovany. Hladinu mRNA cyklinu DI
prokazatalné snizuje také Herceptin (Yakes et al., 2002).

8. LECBA RAKOVINY PRSU

Protinddorova 1écba vyuziva riznych lécebnych postupt vedoucich k maximalni
redukci nadoru, odstranéni vS§ech nadorovych bunck nebo jejich usmrceni. Zaroven by méla
co nejméné poskozovat pacienta, at uz po strance fyzické ¢i psychické. Kromée
protinadorové 1écby vyuziva onkologie 1éCbu podptrnou, ktera se snazi o potlaceni
symptomu vyvolanych nadorem, napt. 1éCba bolesti. (Koutecky et al., 2004; Adam et al.,
2003).

Protinadorovou lécbu délime z hlediska 1é¢ebného cile na neoadjuvantni, adjuvantni
a paliativni. Neoadjuvantni terapii karcinomu prsu podstupuji pacienti pfed operativnim
odstranénim nadoru. Jejim ucelem je zmensSeni nddoru spolu se zniCenim mikrometastdz a
tim zvyseni pravdépodobnosti tspéchu radikdlnich zakrokd. Adjuvantni terapie (kurativni)
ma za cil uplné odstranéni karcinomu pomoci chirurgickych postupti, chemoterapie, cilené
biologické ¢i hormondlni terapie ¢i radioterapie. Operacni odstranéni nadoru prsu mizeme

rozliSit na mastektomii s odstranénim podpaznich lymfatickych zldz, prostou mastektomii,
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¢astecnou (vynéti postizeného kvadrantu prsu) a na tumorektomii (odstranéni nadoru s 1 cm
lemem neposkozené tkan¢). Paliativni 1écbou (nekurativni) jsou léCeni pacienti s nadory
v pokrocilém stadiu nemoci (metastatické onemocnéni, stddium IV.) ¢i srelapsem
onemocnéni. Cilem je udrzet co nejvyssi kvalitu zivota nemocného. Adjuvantni terapii
(nejcastéji chemoterapie ¢i radiooterapie) lze 1€Cit rovnéz nadory s mikrometastazami za
predpokladu chemosenzitivity nadoru (Adam et al., 2003; De Vita et al., 2008; Klener,
2002).
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VI. EXPERIMENALNI CAST

1. ZJISTENi STATUTU GENU C-MYC, CCNDI A CHROMOZOMU 8 A 11 U
PACIENTU S KARCINOMEM PRSU A POLYZOMIi CHROMOZOMU 17

Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) pafi mezi nejuzivanéj$i cytogenetické
metody. Jeji zna¢nou vyhodou je vysoka senzitivita a specifita vazana na velikost pouzité
sondy. Pomoci FISH lze detekovat a lokalizovat ptitomnost ¢i ztratu specifického useku
DNA. Pouziva se také k detekci a lokalizaci specifické mRNA, tedy k ureni miry exprese
daného genu. Touto metodou lze analyzovat Siroké spektrum vzorkt, archivované i Cerstvé
vzorky tkani ¢i bunék. Pouziva se pfedev§im ke zjiStovani chromozomadlnich i genovych
abnormalit v nddorovych tkanich a pfi tzv. preimplantacnich vySetfenich embrya, pti nichz
je mozné pomoci FISH gzjistit aneuploidie, strukturni aberace, mutace gend ¢i pohlavi
embryi.

Jednda se o metodu zaloZzenou na principu komplementarniho parovani
vysetifovaného iseku DNA s fluorescen¢né znacenou sondou (viz. obr.14). Sonda mutze byt
specificka pro urcity gen, cely chromozoém ¢i jeho ¢ast, centromerické nebo telomerické
oblasti, podle toho délime sondy vyuzivané k FISH na lokusové specifické (LSI), alfa
satelitni (centromerické, CEP) a malovaci sondy (celochromozomové, WCP). K vizualizaci
navazané sondy je tieba fluorescencni mikroskop s ptislusnymi filtry, nebot’ se casto
vyuziva znaceni vzorkid LSI a CEP zaroven (znac¢ené barvami s riznymi spektry, nejcasteji

SpectrumOrange-oranzova a SpectrumGreen-zelena).

Obr. 14: Schématické znazornéni fluorescencni in situ hybridizace
Nejprve dochézi k denaturaci DNA sondy i dvousroubovice DNA a nasledn¢ k hybridizaci sondy

s komplementarnim usekem DNA (apendix.bf.jcu.cz/Dolezal/vyuka/dna/molbio.htm).
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Béhem své prace jsem pouzivala centromerické sondy specifické pro oblast
centromery chromozomt 8 a 11 a lokusové specifické sondy pro zjisténi poctu kopii genti
c-myc a ccndl v jednotlivych jadrech nadorovych bunék tkané prsu. Cilem této prace bylo
uréeni statutu c-myc a ccndl u pacientii s polyzomii CH17. Polyzomie chromozéomu 17

byla ur¢ena pomoci CEP17.

1.1. Material a pomitcky

Bakterialni klon pZ8.4 (CEP8) s rezistenci na ampicilin, bakteridlni klon pRB11
(CEP11) s rezistenci na ampicilin, bakteridlni klon RP11-300/6 (LSI ccndl) s rezistenci na
chloramfenikol, bakteridlni klon bakteridlni klon RP11-440N18 (LSI c-myc) s rezistenci na
chloramfenikol (Prof. Mariano Rocchi, Universita di Bari, Italy), QIAfilter Mega Kit
(QIAGEN), BioPrime Array CGH genomic Labeling Systeme (invitrogen), Cot-1 DNA
(Abbott Molecular), LB médium (Sigma Aldrich), ampicilin (Sigma Aldrich), izopropenal,
96% ethanol, 10% glycerol, 3 M octan sodny, TE pufr, Hybridiza¢ni pufr (Abbott
Molecular), DAPI II (4,6-diamidino-2-fenylindol; Abbott Molecular), SpectrumGreen
dUTP a SpectrumOrange dUTP (Abbott Molecular Inc.), pepsin (Sigma Aldrich), 1 M
NaSCN (Sigma Aldrich), formamid (Sigma Aldrich), imerzni olej (Olympus), 0,2 M HCI,
xylen, 10% formalin, fyziologicky roztok, 20x SSC, WB pufr, 10x PBS, WS1, WS2,
deionizovana voda, podlozni a kryci skla, lepidlo (rubber cement), fluorescencni mikroskop
BX-60 s imerznim objektivem (Olympus), hybridizér HYBrite Denaturation/Hybridization
System for FISH (Vysis), vodni lazen ,pH metr, termostat, mikrocentrifuga, vyhfevna
plotynka (termoblok), temperovand tfepacka, sklenéné uzaviratelné lahve 50 ml, 100 ml,
250 ml a 500 ml, odmérné valce, zkumavky, kadinky, mikrozkumavky, pipety,
bakteriologicka klicka, minicentrifuga, termostat, temperovana tiepacka, vortex, Nanodrop

ND-1000 (NanoDrop Technologies), centrifuga.

1.2.Vzorky pacientskych tkani

Referencni laboratofi pro stanoveni genu Her-2/neu bylo poskytnuto 151
pacientskych vzorkt tkani karcinomu prsu s polyzomii CH17. Polyzomie byla prokdzana o-
satelitni sondou na centromerickou oblast chromozému 17 (CEP17). Pro experimenty byly
pouzity histologicky ovéfené 4-6 um silné fezy parafinovych blokd tkani fixovanych

formalinem.
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1.3. SloZeni roztoku

P1 pufr

P2 pufr

P3 pufr
FWB2 pufr
QBT pufr

QC pufr
QF pufr
TE pufr
Exo-Klenow
Fragment
2.5X Random

Primers Solution

10X DTP
Nukleotide Mix
Purifikacni pufr A
Purifikacni pufr B
Hybridiza¢ni pufr

WB pufr

20x SSC
proteasovy pufr
10% formalin

10x PBS

WS1
WS2

50 mM Tris-Cl (pH 8,0); 10 mM EDTA; 100 pg/ml RNasa

200 mM NaOH; 1% SDS (w/v)

3,0 M octan draselny (pH 5,5)

1 M octan draselny (pH 5,0)

750 mM NaCl; 50 mM MOPS (pH 7,0); 15% izopropanol (v/v);
0,15% Triton X-100 (v/v)

1,0 M NaCl; 50 mM MOPS (pH 7,0); 15% izopropanol (v/v)

1,25 M NaCl; 50 mM Tris-Cl ( pH 8,5); 15% izopropanol (v/v)

10 mM Tris-HCI ( pH 8,0); 1 mM EDTA

40 U/ul; Klenow fragment v 100 mM fosfatu draselném (pH 7,0); 1
mM DTT; 50% glycerol

125 mM Tris-HCI (pH 6,8); 12,5 mM MgCl, ; 25 mM 2-merkapto

ethanolu; 750 ul/ml oligodeoxyribonukleotidové primery (random
octamers)

1,2 mM dATP; 1,2 mM dGTP; 1,2 mM dCTP; 0,6 mM dTTP v 10
mM Tris-HCI (pH 8,0); 1 M EDTA

soucasti kitu

soucasti kitu

50%formamid; 2x SSC; 10% dextran sulfat; 0,1% Tween20; 10 mM
Tris-HCl (pH 7,5)

2x SSC (pH 7,0)

3 M NacCl; 0,3 M citrat sodny-dihydrat (pH 5,3)

fyziologicky roztok (pH 2,0)

4% formaldehyd v 10x PBS

1,4 M NaCl; 27 mM KCI; 100 mM Na,HPO,; 8 mM KH,PO, .(pH
7,3)

0,4x SSC; 0,3% NP-40 (pH 7.5)

2x SSC; 0,1% NP-40; pH 7,0

1.4. Pouzité metody a pracovni postupy

1.4.1. Kultivace bakterialnich klonu

Pro pftipravu specifickych DNA sond byly pouzity subklony Escherichia coli

uvedené v tabulce 1. Tyto bakterie byly skladovany v 10% roztoku glycerolu pti -80°C. Po

pozvolném rozmrznuti byla kazda kultura smichana s 15 ml LB média a inkubovéana do

druhého dne ve tiepaéce pii 37°C. Dalsiho dne byly jednotlivé kultury bakterii inokulovany
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sterilni bakteriologickou klickou na selek¢ni agarové plotny a inkubovany pfes noc
v termostatu pii teploté¢ 37°C. Z kazdé agarové plotny bylo odebrano 5 kolonii a v LB
médiu s 50 pg/ml ampicilinu ¢i 12,5 pg/ml chloramfenikolu (viz tab.1.) pti 37°C z nich byl
pres noc vykultivovan subklon. Cast takto pripravenych subklont byla pouzita k p¥ipravé

sond, zbytek byl pro dalsi pouziti zamrazen v 10% glycerolu pii -80°C.

Tab.1: Bakterialni klony pouzité k ptiprave fluorescencné znac¢enych sond

Sonda Pouzity klon Typ znaceni Rezistence Koncentrace
c-myc RP11-440N18 | SpectrumOrange | chloramfenikol 12,5 pg/ml
cendl RP11-30016 SpectrumOrange | chloramfenikol 12,5 pg/ml
CEPS pZ8.4 SpectrumGreen ampicilin 50 pg/ml
CEP11 pRBI11 SpectrumGreen ampicilin 50 pg/ml

1.4.2. Izolace plazmidu

Pro izolaci plazmidu byl pouzit QIAfilter Mega Kit od firmy QIAGEN,(viz kapitola
1.3). Subklon ziskany kultivaci pfes noc pti 37°C v LB médiu s ampicilinem (popf.
chloramfenikolem) byl centrifugovan 20 minut pfi 3000 g. Vznikla bakterialni paleta byla
zcela resuspendovana v 50 ml PI pufru. Ke vzniklé suspenzi bylo ptidano 50 ml P2 pufiu.
Uzaviena lahev se suspenzi byla pomalu 4-6 x invertovadna a stale uzaviena inkubovana pii
laboratorni teplot€¢ 5 minut. Poté bylo pfidano 50 ml P3 pufru, smés byla opatrnym
prevracenim promichavéana az do vytvoteni bilé srazeniny. Obah lahve byl nalit na QIAfilter
Mega Cartridge, kde byla smés inkubovana 10 minut pfi laboratorni teploté¢ a nasledné
prefiltrovana za snizeného tlaku. Srazenina zachycena filtrem byla promyta 50 ml FWB2
pufru. Filtrat byl dale nanesen na piedem ekvilibrovany (35 ml OBT pufr) QIAGEN-tip
2500r, prefiltrovan a promyt 200 ml QC pufru (filtrat byl odstranén). Na kolon¢ zistal
navézany bakterialni plazmid, ktery byl eluovan 35 ml OF pufru. Eluat byl smichan s 24,5
ml izopropanolu, rozdélen do Ctyt zkumavek a centrifugovan 45 minut pti 13500 g pti 4°C.
Supernatant byl odstranén, k sedimentu bylo do kazdé zkumavky pfidano 10 ml
vychlazeného 70% ethanolu a zkumavky byly centrifugovany 10 min pfi 10000 g za teploty
1°C. Supernatant byl odstranén a vznikly sediment, plazmidovd DNA, vysuSen pfi
laboratorni teploté¢ a rozpusStén ve 100 pl TE pufru. Koncentrace a Cistota DNA byla
stanovena spektrofotometricky pfistrojem Nanodrop ND-1000. V prubéhu prace byly
dodrzeny vSechny bezpecnostni protokoly, dle Oznameni o praci s geneticky
modifikovanymi organismy (GMO), ¢. 3172/ENV/06. Praci s GMO jsem provadéla pod

dohledem proskoleného pracovnika.
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1.4.3. Fluorescencni znaceni izolovaného plazmidu

Pro fluorescencni znaCeni bakteridlni DNA byl pouzit BioPrime Array CGH
genomic Labeling Systeme kit (Invitrogen), nize uvedené roztoky jsou soucasti tohoto kitu.
K 500 ng genomické DNA bylo pfidano 21 ul destilované vody a 20 pl 2,5X Random
Primers Solution Vznikla smés byla promichana za pouziti vortexu, stoena a 10 minut
denaturovéna ve vodni lazni o teplot¢ 96 °C. Denaturovana smés byla 2 minuty chlazena
v ledové lazni a stocena. Nasledné bylo ke smési ptidano 5 pul dUTP mixu (smés dNTP) a
1,5 pl SpectrumOrange-dUTP nebo SpectrumGreen-dUTP, smés byla zvortexovana a
sto¢ena za nepristupu svétla(vzhledem k citlivosti fluorescenéné znacenych nukleotidi na
svétlo, je nutné minimalizovat jejich expozici slune¢nimu zéafeni). Po ptfiddni 1 pl Exo-
Klenow Fragment mixu byl obsah zkumavky jemné¢ promichan proklepanim, sto¢en a
inkubovan pies noc pii 37 °C. Nasledujiciho dne byla smés po smichani s 50 pl TE pufru a
400 pl purifikacniho pufru A pienesena do purifikacni kolonky vlozené do Eppendorfovy
zkumavky a 1 minutu centrifugovdna pii 11000 g. Po odstranéni eluatu bylo do kolonky
napipetovano 600 pl purifika¢niho pufru B, nédsledovala 1 minuta centrifugace pti 11000 g,
odstranéni eluatu a vysuSeni kolonky centrifugaci po dobu 1 minuty ptfi 11000 g.
(V ptipadé, Ze na kolonce po prvni centrifugaci nezlistane barevné znaCend DNA,
prepipetujeme eluat zpét do kolonky a centrifugaci opakujeme.) Po vysuSeni centrifugaci
byla kolonka prenesena do nové Eppendorfovy zkumavky. Znacena DNA byla eluovana 50
pl destilované vody a 1 minutu centrifugovana pii 11000 g.

50 pl znacené DNA bylo smichano s 25 pl Cot-1 DNA, 7,5 ul 3 M acetatu sodného
a 206 ul 96% ledového ethanolu. Obsah zkumavky byl pfevracenim promichan a 20 minut
inkubovéan pfi -70 °C. Smés byla 15 minut centrifugovana pii 4 °C a 11000 g, supernatant
odstranén a sediment byl 5 minut suSen na vzduchu. Sediment byl rozpustén v 50 pl
hybridizacniho pufru, 10 minut inkubovan ve vodni lazni o teploté 37 °C a zvortexovan.
Takto pripravena DNA sonda je uchovavana v temnu pfi teploté -20 °C. Kvalita hybridizace
sondy byla ovéfena na deparafinizované tkani. Specifita sondy byla ovéfena na mitotickém

preparatu (Obr.15).
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(A)

B)
Obr.15: Ovéreni specifity sondy pro gen c-myc na mitotickém preparatu (A) a parafinovém

fezu tkané (B).
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1.4.4. Deparafinizace fezi tkané

Rezy imobilizované na pozitivné nabita skla byly nejprve deparafinizovany tfemi po
sob¢ jdoucimi desetiminutovymi ldznémi v xylenu, dvakrat po 5 minutach promyty v 96 %
ethanolu a 3-5 minut vysouseny na vyhievné plotynce o teploté 45-50°C. Nasledné byly
vzorky tkan¢ inkubovany 20 minut v 0,2 M HCI, 1 minutu promyvany v deionizované vodé
a 3 minuty v oplachovacim WB pufru. Nasledovala blokace nespecifické fluorescence
v 1 M NaSCN (80°C, 20 min), 1 minuta promyti v deionizované vodé a dvé 5 minutové
promyti v oplachovacim pufru WB. Tkan byla béhem 40 minut natravena roztokem pepsinu
v proteazovém pufru (0,5 mg/ml; kataliticka aktivita 2500-3000 U/mg) o teploté¢ 37°C.
Preparaty byly dvakrat po 5 minutach promyty v oplachovacim pufru WB, béhem 3-5 minut
vysuseny na termobloku o teploté 45-50°C a 10 minut fixovany v 10% roztoku formalinu.
Nasledovaly dvé promyti (2x5 minut) v oplachovacim pufru WB a vysuseni (45-50°C, 3-5

min).

1.4.5. Fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH)

Na deparafinizované preparaty bylo naneseno 5 ul pfipravené fluorescencni sondy
v hybridiza¢nim pufru. Preparaty byly prekryty krycimi skly a okraje zalepeny. Takto
ptipravené vzorky byly 1 minutu pii 85°C kodenaturovany v pfistroji HyBrite a pfes noc
hybridizovany pii 37°C. Nasledujici den byla po odstranéni krycich skel odmyta pfebytecna
sonda promyvacim roztokem WS1 (58°C, 4 min) a WS2 (lab. teplota, 30 s). Promyté
vzorky byly vysuSeny v temnu pfi laboratorni teploté. Na preparaty bylo nasledn¢ naneseno
4,5 ul DAPI 1l (montazni a barvici roztok) a vzorky byly prekryty krycimi skly. Takto
pripravené preparaty byly hodnoceny za pomoci fluorescenéniho mikroskopu s piislusny
filtrem a imerznim objektivem. U kazdého vzorku bylo odecteno nejméné 100 jader, ze

kterych byl vypocitan primérny pocet kopii signalu na jadro.

1.5. VYSLEDKY

Z 3674 vzorkl rakovinné tkané prsu Referenc¢ni laboratofe bylo vysetieno CEP17
sondou 3380 pacientl, z nichz u 618 vzorki byla prokadzana polyzomie (CH172 2,5), tj. u
18% pacientll. Ze souboru pacientd s uréenym statutem CH17 bylo pro stanoveni poctu
kopii genil c-myc a ccnd1,CH8 a CH11 vybrano 756 vzorkl tkani karcinomu prsu, z nichz
503 melo fyziologicky pocet CH17 (srovnavaci skupina) a 253 s prokdzanou polyzomii
chromozému 17. V ramci této bakalarské prace bylo fluorescencni in situ hybridizaci za
pouziti pfipravenych hybridiza¢ich DNA sond vySetfeno 49 vzorkil s polyzomie CH17
(ptiloha 1) a 102 vzorkl z kontrolni skupiny (pfiloha .2). Analyza vzorkl byla zamétena na
zjisténi polyzomie chromozomu 8 a 11 a amplifikace genli c-myc a cendl. Za polyzomické

jsme povazovali vzorky s primérnym poétem kopii chromozomii > 2,5. Za amplifikaci genti
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ccndl a c-myc jsme povazovali pocet kopii daného genu > 2,5 (pocitano ve 100 jadrech).
Primérny vék pacientek s polyzomii CH17, jejichz vzorky tkani byly zpracovany béhem
bakalaiské prace byl 58 let, nejmladsi pacientce bylo v dobé odbéru tkané 38 let a nejstarsi
77 let (viz pfiloha ¢.1). Primémy vek pacientek v kontrolni skupiné byl 54 let, vék

pacientek se pohyboval od 30 do 75 let (viz priloha .2).

Obr.16: Amplifikace genu ccndl (oranzovy signal- ccndl, zeleny signal-CH11)

Obr.17: Amplifikace genu ccndl s polyzomii CH11 (oranzovy signal- ccndl, zeleny signal-
CHI11)
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Obr.18: Delece genu c-myc (oranzovy signal- c-myc, zeleny signal-CHS)

Obr.19: Vzorek s fyziologickym poctem kopii genu ccndl i CH11 (oranzovy signal -
ccndl, zeleny signal - CH11)
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Obr.19: Nehodnotitelny vzorek

Tab.2: Vysledku analyzy vzorki s fyziologickym poétem CH17 a polyzomii CH17 (soubor

vzorkll odectenych v ramcei bakalatské prace)

pol. CHI1 | amp. ccndl | pol. CH8 | amp. c-myc
fyz. CH17 14,7% 55,9% 27,0% 57,0%
pol. CH17 23,4% 55,3% 22,4% 51,0%

V tabulce 2 jsou uvedené vysledky analyzy provadéné v ramci této bakalaiské
prace. V této skupiné vzorkl je vyskyt polyzomie CHI11 o 8,7% (1,59x) vyssi u pacienti
s polyzomii CH17 nez u srovnavaci skupiny. U pacientl s polyzomii chromozému 17 byl
sledovan o 4,6% nizs$i vyskyt polyzomie CHS8. Pouze u 3 vzorkl tkani se vyskytovala
polyzomie vSech 3 chromozdémi najednou, jedna se tedy pravdépodobné o polyploidii.
V ramci analyzované skupiny se polyzomie CH11 vyskytovala u 17,4% (26/149) vzorku a
polyzomie CH8 u 25,5% (38/149). Amplifikace ccndl byla u vzorki s polyzomii CH17 o
0,6% nizsi a amplifikace c-myc o 6% nizs$i nez u vzorkd s diploidnim poctem CH17 v
jadrech bunek. Celkové se amplifikace ccndl vyskytovala u 55, 7% (83/149) vzorkid a
amplifikace c-myc u 55,0% (82/149).

Z téchto dat nelze vyvozovat zdvéry, zda polyzomie CHI17 souvisi s vyskytem
polyzomie CH11 a CH8 a amplifikaci gend c-myc a ccndl. Soubor analyzovanych vzorki
vSak nebyl dostateéné obsahly (viz porovnani tab.2 a tab.3).

V ramci komplexni studie, pii niz bylo vySetfeno 756 nadorovych tkani karcinomu
prsu, se podafilo prokazat statisticky vyznamné korelace mezi cCastéj$im vyskytem

amplifikace c-myc a ccndl u pacienti s polyzomii chromozému 17 (viz tab.3), coz je z ¢asti
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disledkem polyzomie chromozému, na nichZz se geny nachazi. Vyskyt amplifikace ccndl
byl u polyzomickych vzorkt o 21,4% vyssi a amplifikace c-myc o 30,1% vyssi. Celkove byl
vy$si pocet kopii (= 2,5) c-myc nalezen u 26% a vyssi pocet kopii (= 2,5) ccndl u 37%
vzorka tkané.

Z celkového poctu vySetfenych pacientek s karcinomem prsu byl vybran soubor 140
pacientek, které spadaji do Olomouckého Komplexniho onkologického centra (KOC). U
téchto pacientek byla z Herceptinového registru ziskana zaslepena a anonymizovana
klinicka data, ta byla korelovana s naSimi cytogenetickymi vysledky. Byla prokazana
statisticky vyznamna korelace mezi vy$$im vékem (postmenopauzalni) pacientil a statutem

CH17 (Graf.1).

Tab.3: Vysledkd analyzy vzorkd s fyziologickym poétem CH17 a polyzomii CH17 (soubor

vSech odectenych vzorkil)

pol. CH11 |amp. ccndl |pol. CH8 amp. c-myc
fyz. CH17 6,6% 29,8% 2,1% 10,2%
pol. CH17 22,0% 51,2% 28,2% 40,3%

Graf.1: Status CHI17 u premenopauzalnich a postmenopauzalnich pacientd. U
postmenopauzalnich pacientek je pocet kopii chromozému 17 vyznamné vysSsi nez u
premenopauzalnich.

12

p = 0.0456

10 —

LIHO

: — =

n=111

n =232

) ) ) ) 0 Median

0 [ 25%-75%
pre post T Min-Max

Menopause

51



V porovnani statutu chromozému 17 a jednotlivych klinickych stadii karcinomu
prsu byla zjisténa vysoce signifikantni korelace. Polyzomie CH17 se preferencné vyskytuje

u pacientti v niz§ich klinickych stadiich (viz graf.2).

Graf.2: Status CH17 v zavislosti na stadiu onemocnéni
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1.6. DISKUSE A ZAVER

Polyzomie CH17 byla prokazana u 18% (618/3380) pacientli s karcinomem prsu
vySetfenych v Referen¢ni laboratofi. Tato data se shoduji s vysledky ostatnich studii, které
uvadi vyskyt polyzomie chromozému 17 u karcinomu prsu u 13 az 46% piipadt. Tento
pomérné Siroky rozptyl vysledkd studii je dan piedevs§im rozdily studovanych populaci a
definici polyzomie. Nékteré studie navic rozliSuji nizkou polyzomii (CH17= 2,26-3,75) a
vysokou polyzomii (CH17>3,75) (Beser et al., 2007; Salido et al., 2005; Tsukamoto et al,
2001; Vanden Bempt et al., 2008). Polyzomie CH17 se vyskytuje pfevazné u pacientek
vysSiho véku (>50), coz se shoduje se studovanou skupinou pacientek, z niz 40 pacientek ze
48 (83%) bylo pfi odbéru naddorové tkadné prsu starSich 50 let (viz pfiloha 1). V kontrolni
skupiné€ bylo 70,3% (71/101) pacientek starSich 50 let (Vanden Bempt et al., 2008). Vyssi
pocet kopii CH17 se podle naSich vysledkll preferencné vyskytuje u pacientek s niz$im
stddiem onemocnéni (graf. 2). Podobné vysledky v literatufe publikovany nebyly.
Polyzomie CH17 je podle literatury asociovdna s negativnimi prognostickymi indikatory,
napt. vysokym jadernym i histologickym gradingem, vysokou mitotickou aktivitou a
negativitou ER (Watters et al., 2003; Krishnamurti et al., 2009). Vysledky téchto studii
naSe data nepotvrdili. c-myc je protonkogen amplifikovany ve 20-30% piipadd karcinomu
prsu (Escot et al, 1986; Garcia et al, 1989; Tavassoli et al., 1989 Varley et al, 1987).
V nasi skupin€ pacientti byla nalezena amplifikace c-myc u 55% vzorkd, z nichz u 30% bylo
s polyzomii CHI17 (tab.2.). V celé studii bylo 26% vzorkd s amplifikaci c-myc, coz
odpovida udajim z literatury. V ramci amplifikace mlzeme rozliSovat tzv. amplifikaci
pravou a nepravou (zmnozeni dasledkem polyzomie piislusného chromozému), v literatute
vSak vétsinou nebyvaji u genit c-myc a ccndl rozliSovany. Za pravou amplifikaci jsme
povazovali pomér gen/chromozém > 2,2. Prava amplifikace c-myc byla nalezena u 6%
(6/100) nepolyzomickych vzorkid, 12% (6/49) vzorkl s polyzomii CH17, celkové u 8%
vzorkil nadorové tkané (viz prilohy 2 a 1). Ve srovnani s nepravou amplifikaci byl vyskyt
pravé amplifikace o 47% nizsi. VétSina studii cilené biologické 1€¢by popisuje vyznamnost
amplifikace jednotlivych onkogenti. Neprava amplifikace je vétSinou studii opomijena. I ta
vSak mtize ve fyziologii nadorti i jeho biologickém chovani hrat vyznamnou roli.
Amplifikace c-myc je spojena se Spatnou progndzou (Varley et al, 1987). Klinické studie
prokazuji korelaci amplifikace c-myc s pokrocilym stadiem, histologickym gradingem a
velikosti nadoru, vysokou proliferacni aktivitou, postizenim lymfatickych uzlin, pozitivnim
statutem ER a PR, aneuploidii a vysSim vékem pacientti (Escot et al., 1986; Nass &
Dickson, 1997; Tavassoli et al., 1989, Tsukamoto et al., 2001).

Amplifikace ccndl se vyskytuje v 10-15% piipadt rakoviny prsu a byva spojena
s nadmérnou expresi cyklinu D1 (Elsheikh et al., 2007; Reis-Filho et al., 2006; Seshadri
et al., 1996). V nasi skupiné pacientll byla amplifikace nalezena u 55,7% vzorki (tab 2.) a
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v ramci studie u 37% vzorka (tab.3), coz se znacné 1isi od vysledkti udavanych literaturou.
Tento rozdil mize byt dan rozdilem studovanych populaci (do Referen¢ni laboratote jsou
posilani jiz ptedvybrani pacienti) a definici amplifikace. Vyskyt pravé amplifikace ve
skupin€¢ studované v ramci bakalarské prace byl roven 10% (15/149), u polyzomickych
pacientti se amplifikace ccndl vyskytovala ze 17% (8/47) (viz ptilohy 1 a 2). Amplifikace
ccndl byva spojena s pozitivnim statutem PR a ER, kdy u pacientd s ER+ je amplifikace
cendl nezavislym prognostickym faktorem. Je spojena s delsi celkovou dobou preziti a
prezitim bez znamek nemoci (Elsheikh et al., 2007; Reis-Filho et al., 2006).

Polyzomie CHI11 se vyskytuje az u50% piipadd rakoviny prsu a byla u ni
prokdzana pozitivni korelace s vysokym histologickym gradingem, metastazovanim do
lymfatickych uzlin, PR- statutem (Tsukamoto et al., 2001). V ramci analyzované skupiny
vzorkil se polyzomie CH11 vyskytovala u 17,4% (26/149), z nichz 42% (11/42) tvotily
polyzomické pacientky. Vyskyt polyzomie CHS8 se popisuje ptiblizne€ u 20% piipadt nadoru
prsu (Behjati et al., 2005) (Sneige et al., 2006). V nami analyzované skupiné vzorkti bylo
25,5% (38/149) vzorkli s polyzomii CHS8, z nichz 29% tvotily polyzomické pacientky.

V ramci bakalaiské prace bylo vySetfeno 151 pacientl s rakovinou prsu, z nichz u
49 byla nalezena polyzomie CH17. Jedna se o soucast rozsahlého projektu, jehoz cilem je
nalezeni specifickych prognostickych a prediktivnich markert, které napomohou pii
stanoveni optimalni 1écby pacientl s invazivnim karcinomem prsu. V ramci bakalaiské
prace se podafilo prokazat korelaci mezi zvySenym poctem kopii chromozému 17 a vys§im
vékem pacientek. Dalsi vyznamnou prokazanou korelaci je vyskyt vy$siho poctu kopii
chromozému 17 spiSe u nizSich histopatologickych stadii. V navazujici diplomové praci se
této problematice budeme dale vénovat. Budou vybrany dalsi geny, které by mohli mit vliv
na prognoézu ¢i predikci 1é€by u pacientt s karcinomem prsu. Predpokladame, Ze ziskame
dalsi klinicka data, o ktera vySetfovany soubor pacienti rozsifime. RozSiteni souboru
pacientti nam pomuze potvrdit jiz nalezené korelace, ptipadné objevit zavislosti nové, které

vvvvvv

konkrétniho pacienta.
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VIIL. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Akt
amp.

AP1

ARF
ASCO/CAP

ASODN
ATM

Bax
Bcl-2

Bel-x1

bHLHZip
BMI

bp

brecal

brca?

CA 15-3
cendl

CDK

CDK4
CDK6
CEA
c-erb-B2
CEP

CEP17

rodina signalnich Ser/Thr protein kinas

amplifikace

,Activator protein 1; transkripcni protein; heterodimerizuje s Fos a
Jun

»Alternative reading frame*

,American Society of Clinical Oncology/College of American
Pathologists*

antisense oligodeoxynukleotidy

»Ataxia telengiectasia mutated*; gen lokalizovany 11q22-23; Ser/Thr
protein kinasa; regulator bunécného cyklu a opravy DNA
»Bcl-2-associated X protein®; transkripéni faktor, dimerizuje s c-Myc
»B-cell lymphoma 2% rodina genti kodujici pro- a protiapoptotické
faktory

Transmembranovy mitochondrialni protein; anti-apoptoticky protein;
¢len Bel-2

»helix-loop-helix* leucinovy zip; struktura c-Myc

,»body mass index“; statisticky ukazatel miry obezity

,»base pairs‘; pocet nukleotidovych para

»Breast Cancer 1°; tumorsupresorovy gen, lokalizovany na 17q12-21;
EC: 7.1.9.

»Breast Cancer 2“;tumorsupresorovy gen, lokalizovany na 13q12-13;
EC: 7.1.9.

»Cancer antigen 15-3%; tumorovy marker; EC: 7.1.1.

gen s lokalizaci 11q13 kodujici cyklin D1; jiné oznaceni pradl, bcll;
EC: 7.1.11.

,»Cyclin dependent kinase®; Ser/Thr protein kinasa; regulator
bunécného cyklu

,»Cyclin dependent kinase 4°“; Ser/Thr protein kinasa

,»Cyclin dependent kinase 6°“; Ser/Thr protein kinasa
»Carcinoembrionic antigen®, tumorovy marker; EC:7.1.2.

viz. her-2/neu
,Centromeric  Enumeration  Probe®;  a-satelitni sonda  pro
centromerickou oblast

a-satelitni sonda pro centromerickou oblast chromozému 17
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CIP-KIP
CKI

c-myc

c-Src

DAG
DCIS
dUTP
E2F
EGF
EGFR
ER
ER-a
ER-f
EMSY
FISH
fos
GAP
GSK-3beta

Grb2
GTPasa
HER-1

her-2/neu

HER-3
HER-4
hTERT

h-ras

CH17
CHEK2
IHC

rodina inhibitort komplexti Cdk-cyklin; zahrnuje p21, p27, p57
,»Cycline-dependent kinase inhibitor protein®
v oblasti

protoonkogen, lokalizovany

transkrip¢ni faktor; EC:7.1.10.

8q24.12-q24.13, c-Myc,
lidsky gen pro porotoonkogenni Tyr kinasu

Dalton, jednotka enzymové aktivity

diacyl glycerol

,,Ductal carcinoma in situ

2’-deoxyuridin-5’-trifosfat

transkrip¢ni faktory interagujici s pRb tumor supresorem

,Epidermal growth factor ‘; vazebny ligand EGFR

»Epidermal Growth Factor Receptor 1%; také HER-1, ErbB1; EC:7.1.7.
Estrogenovy receptor; EC: 7.1.4.

podjednotka a estrogenového receptoru

podjednotka B estrogenového receptoru

jaderny protein; podili se na transkripci a opravé DNA

,Fluorescent in situ hybridization®; fluorescencni in situ hybridizace
gen kodujici protein, ktery v kombinaci s jun tvofi transkripéni faktor
,,GTPase activating protein‘

,»Glykogen synthase kinase-3beta™; Tyr kinasa; pozitivni regulator
degradace CCND1

,,Growth factor receptor-bound protein 2°‘; pfenase¢ signalu

Kinasa §tépici guanosin-3-fosfat

Viz. EGFR

protooonkogen na 17q; gen pro receptor epidermalniho rdstového
faktoru 2 (HER-2/neu); oznacovan také jako ErbB2, c-erbB-2, neu,
TKR1, NGL; EC: 7.1.6.

Receptor epidermélniho rstového faktoru 3; také ErbB3

Receptor epiderméalniho rastového faktoru 4; také ErbB4

»IElomerase Reverse Transcriptase®; katalytickd podjednotka
telomerasy

lidsky gen pro protein zapojeny do signalizace vyvolané rlstovymi
faktory

chromozém 17

,»Checkpoint kinase 2*‘; také CHK?2, Rad53

L,immunohistochemistry*; imunohistochemie
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Ig Iminoglobulin
IGF-1 »insulin-like growth factor 1% polypeptid se aminokyselinovou

sekvenci vysoce podobnou inzulinu

INK Rodina inhibitorti komplexu CDK4/6-cyklin

jun Gen kodujici protein, ktery v kombinaci s fos tvofi transkripéni faktor

kb ,Kilo base pairs®; také kbp; tisice nukleotidovych para

LCIS ,,lobular carcinoma in situ‘

L-Myc ¢len Myc rodiny transkrip¢nich faktorti

LSI »Locus Specific Identifier*; lokusové specificka sonda

Mad »Max Dimerization protein®; tvoii heterodimer s Max; kompetuje s
Myc

Madl »Mitotic Arrest Deficiency protein 1%; dimerizuje s Max

Mad3 ,Mitotic Arrest Deficiency protein 3*; dimerizuje s Max

Mad4 ,Mitotic Arrest Deficiency protein 4°“; dimerizuje s Max

MAPK »Mitogen Activated Protein Kinase*

Max »Myc-Associated factor X*; tvofi heterodimer s c-Myc a Mad

MC29 Retrovirus ptaci myelocystozy

MCAK ,,Mitotic Centromere-Associated Kinesin®; slozka kinetochoru

MEK ,Mitogen-activated protein kinase kinase“; kinasa MAP kinasy

Mnt Dimeriza¢ni partner Max

Mxil ,»MAX-interacting protein 1%; dimeriza¢ni partner Max

myb protonkogen kodujici Myb transkripéni faktor

Myc rodina transkrip¢nich faktor(; L-Myc, C-Myc, N-Myc

N-myc ¢len Myc rodiny transkrip¢nich faktort

p kratké rameno chromozému

pl5 ¢len INK; inhibitor komplexi CDK4/6-cyklin

plé ¢len INK; inhibitor komplexid CDK4/6-cyklin

p18 ¢len INK; inhibitor komplexid CDK4/6-cyklin

p19 ¢len INK; inhibitor komplexid CDK4/6-cyklin

p21 ¢len CIP-KIP; inhibitor komplexiit CDK-cyklin

p27 ¢len CIP-KIP; inhibitor komplexi CDK-cyklin

p53 tumorsupresor; lokalizovany na 17p; EC: 7.1.8.

p57 ¢len CIP-KIP; inhibitor komplexi CDK-cyklin

p185 " protein kodovany her-2/neu

PI3 inositol trifosfat

PI3P Fosfoinositol-3-fosfat
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PIP2 fosfatidyl inositol-3-fosfat

PKC/PKA Protein kinasa C/protein kinasa A

PLC Fosfolipasa C

pol. polyzomie

PR Progesteronovy receptor vyskytujici se v isoformach PR-A, PR-B; EC:
7.1.5

pRB ,,Retinoblastoma protein®; tumorsupresor

q dlouhé rameno chromozému

Ras G-protein, signalni protein v MAPK dréaze; protoonkogen

Rb1 nretinoblastoma 1%, nadorovy supresorovy gen, lokalizovany na
13q14.2

rel onkogen; transkripéni faktor

SCF podjednotka ubiquitin ligasy

Sos ,»Son of Sevenless*; faktor vymeénujici guaninové nukleotidy; spiazen s
Ras

src ,,sarcoma‘’; protoonkogenni tyrosinova kinasa

SSA ,,single-strand annealing*; jednovlaknové zaceleni; opravaDNA

SV40-T ,»Simian Vacuolating Virus 40 T Ag®; protonkogen

tpS3 gen kodujici p53; tumorsupresorovy gen

TPA Tkanovy polypeptidovy antigen; EC: 7.1.3

TGF-a ,,Jransforming growth factor a‘‘; vazebny ligand EGFR

TOP2A topoizomerasa II alfa; rovnéz topolla

VEGF ,,Vascular endothelial growth factor®; stimulator ristu novych cév

WB »wash buffer; promyvaci pufr

WCP »Whole Chromosome Painting®; celochromozémova malovaci sonda

wt-p53 ,»wild-type p53“

WSI1 »washing solution 1*; promyvaci roztok 1

WS2 »washing solution 2“; promyvaci roztok 2
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IX. PRILOHY

Piiloha 1: tabulka vysledki vzorkt s polyzomii CH17 (CH17> 2,5)

¢ CEP17 CH11 CCND1 |CCND/11| CEPS8 C-MYC | Cmyc/8 vék
1 3,68 2,00 2,00 1,00 2,41 2,76 1,15 46
2 3,74 2,69 3,01 1,12 2,11 3,00 1,42 62
3 2,84 2,15 8,72 4,05 2,18 2,90 1,33 59
4 3,20 2,18 3,13 1,43 2,40 5,96 2,48 41
5 2,94 2,19 227 1,03 2,16 4,26 1,97 59
6 2,52 2,07 2,18 1,05 2,08 2,28 1,10 47
7 4,81 2,18 2,43 1,11 2,03 4,57 2,25 55
8 2,73 2,04 2,05 1,01 2,02 2,08 1,03 55
9 2,96 2,06 2,13 1,03 2,35 2,64 1,12 53
10 2,91 2,10 21,14 10,07 2,11 2,46 1,17 72
11 4,23 2,20 4,57 2,00 2,41 2,67 1,11 74
12 2,79 2,10 2,20 1,05 3,15 3,64 1,16 62
13 4,04 2,00 2,30 1,15 2,00 2,33 1,17 -
14 2,55 2,36 2,96 1,25 2,04 2,09 1,02 65
15 2,64 2,11 2,23 1,06 3,09 3,15 0,98 65
16 2,68 2,05 2,08 1,01 2,10 2,16 1,03 61
17 2,93 1,95 2,10 1,07 2,02 2,10 1,04 55
18 3,12 1,83 2,00 0,91 1,92 2,07 1,08 56
19 2,52 1,89 1,92 1,02 2,02 2,06 1,02 56
20 2,75 2,18 20,00 9,17 3,27 3,52 1,08 47
21 2,71 2,32 3,42 1,47 2,40 3,58 1,49 49
22 2,60 2,84 2,91 1,02 2,09 20,00 9,57 67
23 2,63 2,22 20,00 9,01 2,08 2,12 1,02 59
24 2,63 2,58 2,77 1,07 2,08 2,30 1,11 41
25 3,03 1,94 2,42 1,25 2,54 3,34 1,31 49
26 4,09 2,56 3,00 1,17 2,52 2,66 1,06 58
27 3,75 2,04 20,00 9,80 2,13 15,00 7,04 53
28 3,00 2,03 2,05 1,01 1,98 2,04 1,03 57
29 3,16 2,02 2,16 1,07 2,04 2,11 1,03 53
30 4,56 2,65 3,46 1,30 4,67 13,31 2,85 62
31 2,53 2,27 5,55 2,42 1,69 1,79 1,06 63
32 2,51 3,46 3,78 1,09 2,10 2,22 1,06 52
33 2,56 2,61 2,79 1,07 2,02 2,06 1,02 69
34 2,54 2,85 3,18 1,16 2,04 2,14 1,05 38
35 2,90 2,33 4,82 2,07 1,82 1,90 1,04 57
36 2,66 2,22 8,00 3,60 2,14 2,63 1,23 56
37 2,63 3,75 4,25 1,13 2,00 2,00 1,00 70
38 2,51 2,20 2,29 1,04 2,78 3,10 1,12 55
39 3,20 2,17 2,92 1,35 2,52 2,76 1,10 77
40 3,20 2,83 3,14 1,11 2,40 2,40 1,00 65
41 2,56 2,01 2,13 1,06 2,08 2,18 1,05 52
42 2,68 2,00 2,00 1,00 2,00 2,00 1,00 64
43 3,93 3,00 3,59 1,20 2,62 3,13 1,20 75
44 3,08 2,10 2,99 1,42 2,06 5,34 2,59 65
45 2,76 2,10 2,10 1,00 2,02 2,06 1,02 63
46 4,60 2,24 7,16 3,20 1,96 2,18 1,11 55
47 2,51 2,02 2,32 1,15 2,37 2,58 1,10 66
48 2,55 - - - 3,64 3,83 1,05 63
49 3,40 - - - 2,84 5,92 2,08 58
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Priloha 2: Tabulka vysledki vzorkd s fyziologickym poctem CH17

& | CEP17 CHI1 | CCND1 |CCND/11| CEP8 | C-MYC | Cmyc/8 | VEk
1 2,22 2,00 2,14 1,00 3,22 3,93 1,22 58
2 2,07 3,46 6,40 1,85 2,70 4,62 1,71 31
3 2,07 2,10 2,22 1,06 3,44 10,00 2,90 55
4 2,42 2,17 2,23 1,03 2,24 3,16 1,41 -
5 2,24 2,18 2,17 1,00 3,19 4,61 1,45 55
6 2,04 2,11 2,19 1,04 2,04 2,32 1,14 54
7 2,08 2,44 4,00 1,64 2,65 2,43 0,92 48
8 2,14 2,06 2,20 1,07 2,18 2,32 1,04 59
9 2,06 2,10 2,24 1,07 2,06 2,14 1,04 44
10 2,07 2,06 2,13 1,04 2,00 2,11 1,06 43
11 2,06 2,08 2,11 1,01 2,09 221 1,06 59
12 1,89 2,02 2,05 1,01 2,11 2,20 1,04 53
13 2,06 2,22 2,37 1,07 2,14 2,20 1,03 42
14 2,12 2,00 2,72 1,36 2,86 6,18 2,16 53
15 2,09 2,00 2,40 1,20 2,00 2,00 1,00 40
16 2,49 2,33 20,00 8,58 2,00 3,32 1,66 62
17 2,15 2,28 2,06 0,90 2,45 2,62 1,07 65
18 1,93 2,20 2,55 1,16 2,31 2,83 1,23 52
19 2,03 2,47 3,27 1,32 2,82 3,13 1,1 41
20 1,93 2,04 2,43 1,19 2,32 5,24 2,56 53
21 2,19 1,96 2,37 121 1,83 2,15 1,17 63
22 2,50 2,11 2,96 1,40 8,54 9,08 1,06 43
23 2,17 2,64 2,78 1,05 426 10,00 2,35 50
24 2,00 2,06 2,30 1,12 10,00 10,00 1,00 41
25 2,00 2,76 2,52 0,91 4,38 2,42 0,55 41
26 2,08 2,31 3,38 1,46 2,35 3,19 1,36 62
27 2,13 2,17 2,51 1,16 2,44 328 1,34 50
28 2,23 2,78 4,02 1,45 3,69 2,43 0,66 62
29 2,17 2,00 10,12 5,06 3,76 10,10 2,75 56
30 2,09 2,27 3,36 1,48 2,95 2,28 0,77 50
31 2,00 2,03 2,98 1,47 . - - 53
32 2,00 3,03 3,35 1,11 2,50 3,22 1,29 39
33 2,20 2,82 2,89 1,02 2,56 2,92 1,14 39
34 2,00 2,06 2,16 1,05 2,10 2,14 1,02 53
35 2,14 2,14 2,25 1,05 2,12 2,16 1,09 52
36 2,04 2,50 2,83 1,13 2,29 2,57 1,12 59
37 2,00 2,16 2,62 121 2,08 2,17 1,05 56
38 2,07 2,14 2,26 1,06 2,16 2,22 1,03 57
39 2,12 2,06 2,12 1,03 2,12 2,42 1,14 53
40 2,15 2,55 3,94 1,55 2,48 2,95 1,19 49
41 2,13 2,08 2,34 1,13 2,21 2,58 1,17 69
42 2,01 2,09 2,26 1,08 2,22 2,37 1,07 54
43 2,03 2,22 2,65 1,20 2,00 2,22 1,10 56
44 2,04 2,11 221 1,25 2,00 2,00 1,00 54
45 2,32 227 2,85 1,26 2,13 2,90 1,36 35
46 2,09 3,26 3,89 1,19 2,68 3,48 1,30 75
47 2,15 2,00 3,89 1,19 2,68 3,48 1,30 69
48 2,21 2,44 3,49 1,43 2,12 2,40 1,13 53
49 2,17 2,23 4,50 2,02 2,56 5,41 2,14 61
50 2,00 2,09 2,44 1,17 2,29 3,09 1,35 30
51 2,08 2,20 3,99 1,81 2,39 2,82 1,18 65
52 2,19 2,28 3,66 1,60 2,64 341 1,29 54
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53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
920
91
92
93
94
95
96
97
98
929
100
101
102

1,75
2,12
2,01
2,32
1,98
2,37
2,14
2,08
2,26
1,95
1,98
2,10
2,19
2,00
2,12
2,14
2,02
2,12
2,23
2,00
1,91
2,27
2,27
2,22
2,19
2,47
2,10
2,45
2,43
2,15
2,16
2,05
2,46
1,98
1,98
2,10
2,33
2,38
2,23
2,24
2,07
2,18
2,17
2,16
2,42
2,00
2,11
2,22
2,16
2,28

2,43
2,05
2,06
2,68
2,06
2,00
2,00
2,00
2,00
2,96
2,13
2,18
2,00
2,23
2,17
2,51
2,02
2,26
2,20
2,00
2,10
2,00
3,16
2,04
2,00
2,19
2,00
2,00
2,00
2,12
2,00
2,06
2,00
2,00
2,00
2,18
2,26
2,04
2,44
2,00
2,26
2,00
2,00
2,24
3,71
2,20
2,26
2,84
2,16
227

4,93
2,17
2,13
9,12
2,26
2,28
2,34
2,46
2,68
5,94
2,73
2,32
2,24
3,81
2,58
3,07
2,76
2,71
10,00
2,22
3,44
2,72
3,52
2,38
2,08
3,44
2,20
3,67
2,22
436
2,38
8,40
2,22
2,28
3,20
3,28
4,00
3,38
8,34
2,22
3,28
2,14
2,18
2,32
4,08
2,40
2,56
5,10
20,00
4,84

2,03
1,06
1,03
3,40
1,10
1,14
1,17
1,23
1,34
2,01
1,28
1,06
1,12
1,70
1,19
1,22
1,37
1,20
4,55
1,11
1,64
1,36
1,11
1,17
1,04
1,57
1,10
1,83
1,11
2,06
1,19
4,10
1,11
1,14
1,60
1,50
1,77
1,66
3,42
1,10
1,45
1,07
1,09
1,04
1,10
1,09
1,13
1,80
9,26
2,13

2,41
2,12
2,11
2,14
2,00
2,00
2,00

3,48
2,41
2,36
2,08
2,00
2,14
2,08
2,42
2,12
2,03
1,98
2,58
2,00
2,46
1,40
2,00
2,24
2,04
2,00
2,98
2,06
2,30
3,20
2,16
2,00
2,02
3,00
2,00
2,18
2,14
2,70
2,08
2,00
2,00
2,00
2,22
4,08
2,08
2,11
2,06
2,10
2,20

3,82
2,17
2,18
3,00
2,32
2,18
2,00

5,04
3,24
3,11
2,28
2,00
3,38
2,61
3,12
2,50
2,30
2,14
3,14
2,08
2,50
2,70
2,06
428
2,46
2,36
4,06
3,04
3,88
5,38
3,28
2,12
10,00
6,48
2,38
2,56
3,50
3,24
2,14
3,10
3,26
2,00
2,42
4,76
2,18
2,16
2,46

20,00
2,89

1,59
1,02
1,03
1,40
1,16
1,09
1,00

1,45
1,34
1,32
1,10
1,00
1,58
1,25
1,29
1,18
1,13
1,08
1,22
1,04
1,02
1,93
1,03
1,91
1,21
1,18
1,36
1,48
1,69
1,68
1,52
1,06
4,95
2,16
1,19
1,17
1,64
1,20
1,03
1,55
1,63
1,00
1,09
1,17
1,05
1,02
1,19
9,52
131

65
47
47
36
46
59
42
67
68
61
56
52
65
49
56
56
56
43
61
69
39
50
61
61
64
61
53
54
54
71
55
63
65
52
46
62
48
70
57
42
58
39
48
58
50
72
39
52
65
37
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